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RESUMO

A leptospirose ¢ uma doenca zoonoética distribuida mundialmente, que acomete
diferentes espécies animais. Em regides alagadicas do estado de Goias, onde animais
domésticos e silvestres compartilham um mesmo ambiente, surge um interesse em se
descobrir uma possivel transmissao cruzada de doencgas infectocontagiosas entre eles, os quais
podem ser fonte de infec¢do para a populagdo ribeirinha, tornando-se uma importante doenga
de saude publica. Desta forma, objetivou-se detectar a ocorréncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. em amostras de diferentes espécies animais na regido médio Araguaia em
Britania-GO. Foram colhidas 58 amostras de soro sanguineo de trés espécies de animais:
bovinos, caninos ¢ tracajas. O diagnostico foi realizado pela técnica de soroaglutinacao
microscopica (SAM) com uma colecdo de 22 antigenos vivos. Dos 58 animais avaliados, 37
(63%) foram reagentes. Observou-se que dos bovinos 1 (14,28%) das 7 amostras foi reagente,
dos caninos 1 (16,6%) das 6 amostras teve reacdo de aglutinagdo e dos tracajas 35 (77,7%)
das 45 amostras reagiram.Os anticorpos mais freqiientes nas espécies de animais foram contra
os sorovares: Djasiman, Grippothyphosa, Guaricura, Hebdomadis e Wolffi em bovinos;
Castellonis em caninos e Bataviae, Copenhageni, Djasiman, Javanica, Grippotyphosa,
Panama, Pomona e Sejroe em tracajds. As trés espécies reagiram nos testes SAM, indicando

que a Leptospira spp. circula nesta regido.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease distributed worldwide, affecting different animal
species. In the wetlands of the state of Goias, where domestic and wild animals share the
same environment, there is an interest in discovering a possible cross-transmission of
infectious-contagious diseases among them, which may be a source of infection for the
riverine population important public health disease. In this way, the objective was to detect
the occurrence of anti-Leptospira spp. in samples from different animal species in the Middle
Araguaia region of Britdnia-GO. Fifty-eight blood serum samples were collected from three
animal species: cattle, canines and tracajas. The diagnosis was performed by the microscopic
serum agglutination (MAT) technique with a collection of 22 live antigens. Of the 58 animals
evaluated, 37 (63%) were reagents. It was observed that 1 (14.28%) of the 7 samples were
reactive, of the canines 1 (16.6%) of the 6 samples had agglutination reaction and the tracajas
35 (77.7%) of the 45 reacted samples. The most frequent antibodies in the animal species
were against the serovars: Djasiman, Grippothyphosa, Guaricura, Hebdomadis and Wolffi in
cattle; Castellonis in canines and Bataviae, Copenhageni, Djasiman, Javanica, Grippotyphosa,
Panama, Pomona and Sejroe in tracajas. The three species reacted in the MAT tests,

indicating that Leptospira spp. circulates in this region.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose que possui distribuicdo mundial, causada por bactérias
do género Leptospira, que abrange 19 genoespécies e mais de 300 variantes soroldgicas,
podendo acometer animais domésticos, silvestres e também os seres humanos. A maior parte
dos sorovares patogénicos ¢ classificada em Leptospira interrogans ¢ Leptospira
borgpetersenii, enquanto Leptospira biflexa agrupa os sorovares saprofitas (ADLER e DE LA

PENA MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras podem infectar varios grupos de animais vertebrados, sendo que os
mamiferos apresentam maior significado epidemioldgico, uma vez que muitos apresentam
infeccdo subclinica atuando como reservatorios naturais da bactéria (SCHULLER et al.,

2015).

Os chamados hospedeiros de manutengao sao tipicamente nao sintomaticos, eliminam
o patogeno pela via urindria de forma intensa e prolongada, contribuindo assim para a

disseminagdo de leptospiras no meio ambiente (MIOTO et al., 2016)

As bactérias podem penetrar de forma ativa nas mucosas, pele lesada ou integra
umedecida e a transmissdo ocorre principalmente de forma indireta, através da exposig¢ao a
agua, solo imido ou vegetacao contaminada com urina de animais infectados (ETTINGER e
FELDMAN, 2004). Ja a transmissao direta ocorre pelo contato com a urina, sangue, tecidos

ou 6rgdos de animais infectados (BRASIL, 1995).

O ressurgimento do interesse internacional na leptospirose decorre, em grande parte,
de varios casos humanos que ocorreram em regides tropicais, desta forma, ¢ relevante
desenvolver estudos epidemiologicos para identificar os principais sorovares envolvidos,
assim como estabelecer as espécies envolvidas com a transmissao deste patégeno (LEVETT,

2001).



Apesar de quase todo o conhecimento sobre a leptospirose estar associado a infecgao
em mamiferos, sabe-se que anfibios, répteis e aves podem desempenhar papéis importantes
como reservatorios € mantenedores de leptospiras no ambiente (DESVARS, CARDINALE e
MICHAULT, 2010). Ha poucas informacgdes sobre a ocorréncia de leptospirose em répteis e

sua apresentacgao clinica.

Grandes bacias hidrograficas se encontram no estado de Goias. Na bacia do Rio
Vermelho, em Britania-GO, habitam animais silvestres de vida livre, como os tracajas
(Podocnemis unifilis) e as margens do rio, predomina a bovinocultura de corte extensiva,
atividade econdmica predominante da regido, além da presenca de cdes de companhia da
populacdo ribeirinha. Isto faz com que animais domésticos e silvestres compartilhem o
mesmo ambiente, facilitando uma possivel transmissao cruzada de doengas infectocontagiosas

entre eles e até mesmo para humanos.

Anticorpos anti-Leptospira spp. ja foram relatados em bovinos (PINNA et al., 2018;
FAVERO et al., 2017; BASTOS et al., 2016), cdes (SILVA et al., 2017) e em algumas
espécies de tartarugas (ALVES-JUNIOR, 2013; SILVA et al., 2010), porém em tracajas de

vida livre nao ha estudos publicados.

Podocnemis unifilis, mais conhecido como tracaj, ¢ um réptil da ordem Testudinata,
que pertence a familia Podocnemididae. A espécie habita rios, riachos, lagos e zonas timidas,
possuindo ampla distribuicdo nas Bacias Amazonica e Tocantins-Araguaia (ARRAES e

TAVARES-DIAS, 2014).

Devido a importancia da leptospirose, ndo somente pela gravidade da doenca, mas
também seus impactos econdmicos ¢ a relevancia em saude publica, o presente estudo teve

como objetivo detectar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em amostras de soro



sanguineos de bovinos, caninos e tracajas que coabitam a regido do Rio Vermelho em

Britania-GO.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e amostras

Todos os animais do estudo — bovinos e caninos domesticados pelos moradores da
regido e os tracajas de vida livre — habitavam a mesma localidade, as margens do Rio

Vermelho em Britania-GO(-15.179611 sul, -51.165126 oeste) (Figura 1).
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Figura 1: Localizagdo da area de coleta das amostras dos bovinos, caninos e tracajas. A-

Mapa. B- Imagem por satélite.



A Bacia Hidrografica do Rio Vermelho estd inserida na Regido Hidrografica do
Tocantins Araguaia, na Bacia Hidrografica do Rio Araguaia, na por¢ao Centro-Oeste do

Estado (Figura 2).
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Figura 2: - Mapa do Estado de Goias com a divisdo das quatro bacias hidrograficas nacionais
e em destaque a bacia hidrografica do Rio Vermelho. Adaptado de Secretaria do Meio

Ambiente e dos Recursos Hidricos - SEMARH

2.2 Colheita de material

A colheita de material foi realizada pela equipe do Laboratorio de Ensino e Pesquisa

de Animais Silvestres (LAPAS) da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

Foram colhidas amostras de 7 bovinos, 6 caes e 45 tracajas de ambos os sexos e idade
desconhecida. As amostras de bovinos e caninos foram obtidas através de conten¢ao fisica
(FEITOSA, 2008) seguida de venopung¢do jugular; enquanto que nos tracajas a contencao foi

realizada com pucd (ARAUJO, 2017) e o sangue coletado no seio vertebral, na porgdo



cervical, com acesso pela superficie dorsal do pescoco, conforme Santos et al. (2011), com
agulhas hipodérmicas descartaveis 30x8mm e seringas descartaveis de SmL. Imediatamente
ap6s a colheita, o sangue foi transferido para tubos sem anticoagulante onde ficaram
reservados até formar o codgulo. Em seguida foi submetido a centrifugagdo a 2.500 rotagdes
por minuto, durante 10 minutos, para obtengdo de soro que foi colocado em microtubo tipo
Eppendorf devidamente identificado. Em seguida, os mesmos foram armazenados a -20°C até

o momento de serem realizados os exames para a detec¢do de anticorpos anti-Leptospira spp.

Apds a coleta das amostras, os animais foram deixados no mesmo local onde se

encontravam antes da captura.

2.3 Técnica de soroaglutinacido microscopica

Os exames para detecgdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foram realizados no
Laboratério de Doengas Infecto-contagiosas da Universidade Federal de Uberlandia - UFU.O

método diagnoéstico utilizado foi a soroaglutinagdo microscopica em campo escuro (MAT).

As amostras de soro foram testadas com antigenos vivos de Leptospira spp. para
deteccdo de aglutininas. Em caninos e bovinos, admitiu-se a diluicdo inicial de 1:100,
conforme Brasil (1995). Entretanto, para tracajas foi realizada a diluicdo 1:25, conforme
Oliviera (2014), pois ndo existe padroniza¢do do teste para esta espécie, considerando-se

sororreagentes as amostras cujos titulos foram iguais ou superiores a 1:25.

O critério adotado para considerar a amostra de soro sanguineo como reagente foi o de
50% de aglutinagdo. As amostras reagentes na triagem inicial foram reexaminadas com
dilui¢des seriadas de razdo de dois. O titulo do soro foi considerado a reciproca da sua maior

diluicao que apresentou pelo menos 50% de aglutinacao.



Tabela 1: Espécies, sorogrupos e sorovariedades de Leptospira spp. empregadas como

antigenos na técnica de soroaglutinagdo microscopica (MAT).

ESPECIE SOROGRUPO SOROVARIEDADE
L. interrogans Australis Australis
L. interrogans Autumnalis Autumnalis
L. interrogans Bataviae Bataviae
L. santarosai Bataviae Brasiliensis
L. interrogans Australis Bratislava
L. interrogans Canicola Canicola
L. borgpetersenii Ballum Castellonis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni
L. kirschnerii Cynopteri Cynopteri
L. interrogans Djasiman Djasiman
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa
L. interrogans Sejroe Guaricura
L. interrogans Sejroe Hardjoprajitino
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
L. borgpetersenii Javanica Javanica
L. noguchii Panama Panama
L. interrogans Pomona Pomona
L. borgpetersenii Sejroe Sejroe
L. santarosai Shermani Shermani
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi
L. interrogans Sejroe Wolffi

3. RESULTADOS

Ao realizar teste sorologico das amostras pela técnica de soroaglutinagdo microscépica

(SAM), obteve-se 37 (63%) reagentes do total de 58, mostrando titulos que variaram de 1:100

para 1:3200. Observou-se que dos tracajas 35 (77,7%) das 45 amostras foram reagentes; dos



bovinos 1 (14,28%) das 7 amostras reagiu e dos caninos 1 (16,6%) das 6 amostras teve reacao

de aglutinacao.

Entre os 37 animais sororreativos, 18 (48,6%) apresentaram anticorpos para mais de
um sorovar. Os anticorpos mais freqiientes nas espécies de animais foram contra os sorovares:
Castellonis (100%) em caes; Djasiman (20%), Grippothyphosa (20%); Guaricura (20%),
Hebdomadis (20%) e Wolffi (20%) em bovinos; e Panama (85,7%), Grippothyphosa (20%),
Javanica (17%), Djasiman (14%), Sejroe (8,5%), Copenhageni (5,7%), Pomona (5,7%) e
Bataviae (2,8%) em tracajas, sendo que os sorovares Javanica ¢ Panama apresentaram

titulagdo maxima de 1:3200.

A Tabela 2 lista os resultados MAT de acordo com a espécie, nimero de animais

sororreativos e sorovares mais freqiientes.

Tabela 2: Resultados da sorologia realizada pela técnica de soroaglutinacdo microscopica

(SAM) em amostras de soro de bovinos, caninos e tracajas na regido do médio Araguaia.

Frequéncia de animais sororreativos
ESPECIE para Leptospira spp. SOROVARES
N° POS./n %

Bovino 1/7 14,28% Djasiman, Grippotyphosa,
Guaricura, Hebdomadis e Wolffi

Canino 1/6 16,6% Castellonis

Tracajas 35/45 77,7% Panama, Grippotyphosa, Javanica,

Djasiman, Sejroe, Copenhageni,

Pomona e Bataviae




4., DISCUSSAO

Na leptospirose, nao ha especificidade do hospedeiro para as diferentes variantes
sorologicas de Leptospira spp., porém existem os chamados hospedeiros preferenciais e

outros que sao hospedeiros acidentais (FAINE et al., 1999).

Compreender que os sorovares do género Leptospira spp. ndo sao espécies especificas
possibilitou descobertas frequentes a respeito das diferentes sorovariedades que compdem o
género ¢ que acometem distintas espécies de animais. Desta forma, ¢ também comum

constatar duas ou mais espécies animais que podem manifestar a doenga simultaneamente na

mesma regido (HASHIMOTO et al., 2010).

Segundo Girio e Lemos (2002), ¢ comum ser detectado mais de uma sorovariedade na
SAM, indicando a existéncia de uma infec¢do mista ou reagdes cruzadas, justificando, assim,

os resultados encontrados no presente estudo.

Observou-se, no presente estudo epidemiologico, que a amostra bovina reagiu contra
os sorovares Djasiman, Guaricura e Hebdomadis com titulacdo de 1:100, enquanto que contra
os sorovares Grippotyphosa e Wolffi apresentou titulagdo maxima de 1:400, indicando uma
possivel infeccdo do animal, visto que ndo ha historico de vacinagdo na regido estudada. Estes
dados concordam com o trabalho realizado por Bastos et al. (2016), no qual detecta os
anticorpos mais prevalentes também foram contra os sorovares Wolffi, Grippotyphosa e
Hebdomadis, apesar de nao terem sido testadas as mesmas sorovariedades do estudo em

questdo, como Djasiman e Guaricura.

Em um estudo realizado por Juliano et al. (2000), detectou-se também, a presenca de
anticorpos anti-Leptospira contra os sorovares Djasiman, Grippotyphosa e Wolffi, fato que
confirma a veracidade e relevancia dos dados obtidos no presente estudo. No entanto, no

trabalho de Juliano et al. (2000) foram testadas diferentes sorovariedades de Leptospira spp.



A ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira na amostra de soro canino apresentou
titulagao de 1:100 para o sorovar Castellonis, o que condiz com os trabalhos realizados por
Benitez et al. (2010) e Silva et al. (2017), que também detectaram a ocorréncia deste sorovar
em amostras caninas nos municipios de Londrina - PR e Teresina - PI, respectivamente.
Acredita-se que os resultados dessa pesquisa sejam indicadores que estes sorovares estao

presentes em diferentes regides do Brasil.

Torna-se interessante ressaltar, que, devido a natureza da espécie canina, considerada
como animal doméstico de companhia, existe uma maior proximidade com o ser humano,
estreitando ainda mais a probabilidade de transmissdo de doengas zoonoticas. Tal fato implica
que ha grande chance da populag¢do que habita esta regido estar infectada, ainda que a espécie

humana nao faca parte do presente estudo.

No Brasil ndo ha muitas informacdes sobre a doenca em animais de vida livre,
dificultando o entendimento da cadeia epidemiologica da leptospirose e a criagdo de planos de
controle nas regides com grande numero de animais selvagens e ambientes que favore¢cam a
multiplicagdo do microorganismo (GIRIO et al., 2004). Segundo Correa et al. (2004),
espécies diferentes, sinantropicas e selvagens, podem estar envolvidas na epidemiologia da

leptospirose, comportando-se, inclusive, como fontes de infeccao.

Sdo escassas as pesquisas com testudines, entretanto, em um trabalho realizado por
Alves-Junior (2013) no mesmo estado, observa-se semelhanca entre os anticorpos anti-
Leptospira spp. detectados nas amostras de tartaruga-da-amazonia (P. expansa) de vida livre
com os achados encontrados nos tracajas do presente estudo. Em ambas pesquisas, foram
encontrados anticorpos contra os sorovares: Panama, Grippotyphosa, Javanica, Copenhageni,
Pomona e Bataviae. Ja os sorovares Djasiman e Sejroe ndo foram testados neste primeiro

estudo.



Apenas uma pesquisa foi realizada com tracajas, entretanto, ndo foram utilizadas
amostras de animais de vida livre e sim de animais alojados em zooldgico. Neste estudo, Silva
et al. (2010) ao realizarem a MAT das amostras dos cagados-de-barbicha (Phrynops
geoffroanus) (n=2), das tartarugas-da-amazoénia (P. expansa) (n=4) e dostracajas (P. unifilis)
(n=2), detectaram uma (50%), trés (75%) e duas (100%) amostras reagentes, respectivamente;
a sorovariedade diagnosticada e o titulo das P. geoffroanus foi a Canicola (40) ¢ das P.
expansa ¢ tracajas (P. unifilis) foram a Panama (2560) e Pomona (1280). Tal dado corrobora
com os dados encontrados no presente trabalho, em que 30 das 35 amostras de tracajas
apresentaram-se sororreativas para o sorovar Panama, sendo 29 delas com titulagao de 1:3200
e duas amostras sororreagiram para o sorovar Pomona. Desta forma, pelos altos titulos
encontrados, ¢ possivel pensar que os tracajas estejam atuando como reservatorios ou até

mesmo estejam infectados.

Almeida et al. (1994) admitiram que titulos menores que 100 ndo sdo considerados
positivos na MAT para humanos, mas indicam que o animal j& teve contato com o agente;
titulos entre 100 e 200 sdo considerados baixos, porém indicam infec¢des passadas ou recém-
instaladas; e titulos iguais ou superiores a 400 sugerem a doenca clinica. Os altos titulos
contra as sorovariedades Grippotyphosa (400) e Wolfti (400) em bovinos desta pesquisa e
contra as sorovariedades Javanica (3200) e Panama (3200) nos tracajas de vida livre, indicam
que esses animais tiveram intensa reacdo imunoldgica ao agente, sugerindo uma possivel

doenca clinica.

Para os tracajas, até mesmo as reagdes com baixa titulagdo sdo importantes, pois ainda
ndo se sabe ao certo o tipo de resposta imunoldgica que estas espécies desenvolvem, o que
torna ainda mais relevante o estudo soroldgico da leptospirose em répteis, uma vez que o

desenvolvimento da doenca nesses animais ainda ¢ desconhecido (SILVA et al., 2010).



Silva et al. (2010), ainda afirmaram que os titulos altos encontrados em testudines
indicam infec¢do ativa, apresentando ou ndo manifestagdes clinicas da doenca e,
conseqiientemente, a eliminagdo de leptospiras na urina; porém, nao se tem informagdes sobre

o ciclo dessas bactérias nestes répteis.

A coexisténcia de varias espécies de animais na mesma regido e a falta de
conformidade para os padrdes de saude colaboram para a instalagio de uma possivel
contaminagdo entre elas, originando varias manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca
nas diferentes espécies afetas (SOUZA et al., 2016). Esperava-se, nesta pesquisa, que 0s
mesmos sorovares estivessem circulando entre as trés espécies pela proximidade destas com o

Rio Vermelho, porém isso ndo ocorreu neste estudo.

Os anticorpos detectados na amostra de cdo ndo apresentaram relacdo com as
aglutininas encontradas nas amostras das demais espécies estudadas. Entretanto, hd uma
correlacdo entre as sorovariedades consideradas positivas entre bovinos e tracajas, sendo que
ambos sororreagiram para os sorovares Djasiman e Grippotyphosa, destacando a
possibilidade de intertransmissao de cepas de leptospira em espécies distintas que coabitam a

mesma regiao.

CONCLUSOES

Confirma-se, com os dados obtidos no presente estudo, que a Leptospira spp. circula
na regido do médio Araguaia entre os bovinos, caninos e tracajas. Apesar deste fato, ndo

houve relacao entre os anticorpos anti-Leptospiraspp detectados entre as espécies estudadas.



Por outro lado, aventa-se a possibilidade dos tracajas estarem atuando como
hospedeiros de manutengdo de Leptospira spp., visto que as amostras reagiram a diferentes

sorovares e também pelos altos titulos encontrados.
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