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RESUMO: A leptospirose € uma zoonose, endémica no Brasil, que afeta diversos
mamiferos, inclusive o homem. Os cées portadores assintomaticos podem transmiti-
la e é provavel que o numero de animais nesta condigdo seja subestimado. Apesar
de a maioria dos estudos ser baseada em resultados soroldgicos, este teste ndo
prediz se o animal apresenta leptospiruria. Para a detecgao de leptospiras na urina
€ indicado o diagndstico molecular por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Devido a escassez de dados para avaliar o quao presentes estes caes
reservatorios sdo e o quanto estdo envolvidos na transmisséo para seres humanos,
este estudo teve como objetivo investigar o estado de portador renal para
Leptospira spp. em caes contactantes de pessoas acometidas por leptospirose no
municipio de Curitiba/Parana. Sangue e urina foram coletados de 15 caes,
pertencentes a oito tutores com histérico recente de leptospirose para realizagao de
sorologia (soro-aglutinagdo microscoépica) e PCR destas amostras. Todos os testes
sorolégicos dos caes foram negativos, bem como os resultados das PCR do sangue
e da urina. Este resultado sugere que os caes submetidos a pesquisa nao serviram
como fonte de infeccdo, ndo havendo, portanto, relagdo entre portadores
assintomaticos e tutores infectados neste estudo.

Palavras-chave: PCR; portador assintomatico; reservatério; saude publica;
zoonose.

ABSTRACT: Leptospirosis is a zoonotic disease, endemic in Brazil, who affects
several mammals, including man. Asymptomatic dogs can transmit and it is
considered that the number of animals with this status is underestimated. Although
most of studies being performed by serology, the serology doesn’t predict if the
animal presents leptospiruria. To detecting leptospires in urine, molecular diagnosis
is indicated by polymerase chain reaction (PCR). Due to the lack of data to evaluate
how present these reservoir dogs are and how much they are involved in
transmission to humans, this study aimed to investigate the renal carrier status to
Leptospira spp. in contacting dogs of people affected by leptospirosis in
Curitiba/Parana. Fifteen blood and urine samples were collected from dogs
belonging to eight owners who had leptospirosis a few time ago. Serology
(microscopic serum agglutination) and PCR of both samples were performed. DNA
extraction were done to posterior PCR performing. All serologic tests were negative
as well the blood and urine PCR assay. These results suggest that the dogs
submitted to the study were not the source of infection, therefore, there was no
relation between asymptomatic carriers and sick owners in this study.

Keywords: asymptomatic; PCR; public health; reservoir; zoonosis.

Recebido em 25/01/2019
Aprovado em 27/08/2019




Investigagdo do conhecimento de pessoas infectadas por Leptospira spp. e da soroprevaléncia,

84 leptospiruria e leptospiremia de seus cdes contactantes
INTRODUCAO amplamente  difundido no mundo,
conferindo  maior sensibilidade e

A leptospirose € uma zoonose
causada pela bactéria gram-negativa
Leptospira spp., amplamente difundida
no mundo, principalmente em paises de
clima tropical (Levett, 2001). O Brasil &
considerado endémico para esta
enfermidade, e a mesma constitui um
sério problema de saude publica,
principalmente  devido a  fatores
socioculturais como condicbes
inadequadas de saneamento basico,
crescimento urbano desordenado e
acumulo irregular de lixo (Schmitz,
2010). No hospedeiro, a doenga pode
acometer diferentes orgaos,
ocasionando diversas sindromes
clinicas, tais como hepatite, injuria renal
aguda e hemorragia pulmonar, com a
possibilidade de levar o paciente a 6bito
(Kohn et al., 2010; Tochetto et al.,
2012).

A urina infectada por leptospiras
patogénicas €& a principal forma de
transmissdo da leptospirose e os
roedores desempenham importante
papel como hospedeiros reservatoérios,
apesar de quase todos os mamiferos
apresentarem potencial para serem
carreadores dessas bactérias (Levett,
2001; Adler e Moctezuma, 2009). Os
cdes também sdo considerados
reservatorios, principalmente do sorovar
Canicola (André-Fontaine, 2006), mas

também  podem albergar outros
sorovares (Llewellyn et al., 2016).
Contudo, ainda faltam estudos que

investiguem o potencial zoondtico do
cao para a leptospirose, uma vez que
estes animais sao naturalmente muito
proximos aos seres humanos.

A maior parte das pesquisas sobre
a presenca de leptospiras em caes
utiliza dados baseados em
soroprevaléncia, mais especificamente,
a soroaglutinacdo microscopica (SAM)
(Ellis, 2010). Este método é considerado
o0 padrdo-ouro quando realizado na
forma de sorologia pareada e ¢é

especificidade do que quando os
anticorpos anti-leptospira sao
pesquisados apenas uma vez (Van de
Maele et al., 2008; Miller et al., 2011;
Fraune et al.,, 2013). Contudo, a SAM
nao serve para detectar a eliminagéo de
leptospiras na urina do individuo. A
melhor maneira para verificar se isto
acontece € a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que é um método
direto de pesquisa de antigenos
(Branger et al., 2005). A PCR também
tem a capacidade de detectar
leptospiras no sangue antes de ocorrer
a soroconverséo (Greenlee et al., 2005).

Os caes portadores assintomaticos
representam grande problema na
epidemiologia da leptospirose, ja que
podem eliminar leptospiras sem
apresentarem sinais clinicos (Levett,
2001). Dessa forma, torna-se muito
dificil identifica-los e trata-los com o
objetivo de interromper o estado de
carreador renal. Estes animais tém a
capacidade de infectar outros
mamiferos, servindo como reservatérios
silenciosos para a transmissdo da
doenca, oferecendo risco de
contaminagao, inclusive, a seus tutores
(Llewellyn et al., 2016). Acredita-se que
O numero de caes portadores
assintomaticos seja subestimado e
necessita-se de mais informacdes sobre
tais animais, principalmente nas regides
de baixa renda (Oliveira et al., 2012).
Dessa forma, essa pesquisa tem por
objetivo investigar o estado de portador
renal de Leptospira spp. em caes cujos
tutores tenham sido acometidos por
leptospirose, buscando encontrar
relacbes entre a presenca de seres
humanos enfermos e de cées
portadores assintomaticos que possam
ter sido a fonte de infeccéo.
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MATERIAL E METODOS

Entre julho de 2015 e dezembro de
2016, foram realizadas em conjunto com
o Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) do municipio de Curitiba, Parana,
Brasil, investigacbes as residéncias de
pessoas diagnosticadas com
leptospirose nos ultimos dois meses.
Daquelas pessoas que eram tutoras de
cdes e que aceitaram participar da
pesquisa, realizou-se coletas de sangue
e urina destes animais para realizagcao
de SAM e PCR. No entanto, como
critério de exclusao, os caes que foram
vacinados contra leptospirose ha menos
de um ano ou que receberam doxiciclina
por, pelo menos, duas semanas antes
da visita, ndo foram inclusos na
pesquisa.

Coleta de amostras: o sangue foi
coletado por meio de puncédo da veia
jugular e dividido em duas aliquotas:
uma em tubo com EDTA, destinada a
extragdo do DNA e outra em tubo sem
anticoagulante para posterior separagao
do soro por meio de centrifugagdo. O
soro foi armazenado em freezer a -20
°C até ser destinado aos exames de
SAM. As amostras de urina foram
coletadas por cateterismo e
armazenadas em tubo falcon com
adicdo imediata de tampao fosfato
salino (PBS) na proporgédo de 1 PBS:
2,5 wurina (v/v) com objetivo de
neutralizacdo do pH da mesma para
posterior extracdo de DNA. A amostra
foi mantida refrigerada a 4 °C até a
extracdo, por um periodo maximo de 24
horas.

Sorologia: As amostras com titulos
maiores ou iguais a 100 foram
consideradas positivas. Caso houvesse
resultados positivos para mais de um
sorovar, foi considerado aquele com
maior titulagdo. Assim, foram testados
0s seguintes sorovares: Autumnalis,
Bratislava, Canicola, Castellonis, Co-
penhageni, Cynopteris, Grippotyphosa,
Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e
Pyrogenes.

Extragdo do DNA: Para a extragéo
de DNA das amostras de urina foi
utilizado um protocolo previamente
descrito (Lucchesi et al., 2004). A PCR
se mostrou positiva neste teste até a
concentracdo de 103 O mesmo foi
previamente testado com urina de cao
sabidamente negativa e contaminada
com quantidades conhecidas de
Leptospira spp. nas concentragcbes de
10° até 107 leptospiras/mL de urina. A
sensibilidade do procedimento foi de 10*
leptospiras/mL ou cinco coépias/reagao
com extragbes realizadas até quatro
horas apods coleta e contaminagao.

O DNA do sangue foi extraido
utilizando um kit comercial (QlAamp
DNA Blood Mini kit, QIAGEN, Valencia,
CA, USA), conforme as recomendagdes
do fabricante. Todas as amostras foram
submetidas a uma PCR para o gene

constitutivo gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), conforme
protocolo previamente descrito

(Birkenheuer et al., 2003).

PCR: para a realizagao da PCR no
sangue e na urina foram utilizados os
conjuntos de primers LIPL3245Fw (5'-
AAG CAT TACCGC TTG TGG TG-3) e
LIPL32286Rv (5-GAA CTC CCA TTT
CAG CGA TT-3'), com o objetivo de
amplificar fragmentos de DNA de
aproximadamente 242 pares de base
(bp) do gene LipL32 (Stoddard et al.,
2009). Utilizou-se uma reacgéo de 25 pL
contendo 5 pyL da amostra de DNA, 71x
PCR Buffer (Invitrogen, Life
Technologies, S&o Paulo, Brasil),
1,5mM de MgCl;, 0,2 pyM de cada
desoxinucleotideo trifosfato  (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1,0 U de Taqg DNA
polimerase (Recombinant®, Tag DNA
Polymerase, Invitrogen) e 0,2 uM de
cada primer. Para a realizagdo da PCR
foi utilizado o] termociclador
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems California, USA). Apos a
desnaturacao inicial de 94 °C por trés
minutos, a amplificagdo consistiu em 35
ciclos a 94°C para a desnaturagao, 52
°C para anelamento e 72 °C para
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extensdo, todos por 45 segundos, com
extensao final de 72 °C por cinco
minutos. As amostras foram mantidas a
4 °C até o momento da analise. Em
cada bateria de exames foi incluso um
controle positivo (DNA extraido de urina
experimentalmente infectada  com
cultura de L. interrogans sorovar
Canicola) e um controle negativo (agua
ultrapura). Os produtos amplificados da
PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%, durante
1h10min a 100 V. Em seguida, o gel foi
corado com brometo de etidio (0,5
pg/mL de tampao TBE) e visualizado
sob luz ultravioleta (UV) (L-PIX-HE®,
Loccus Biotecnologia, S&o Paulo,
Brasil), utilizando o software L-PIX-
IMAGE® (Loccus Biotecnologia, S&o
Paulo, Brasil).

Questionario: as pessoas que
tinham caes e que aceitaram participar
da pesquisa responderam a um
questionario na forma de entrevista,
aplicado sempre pela mesma pessoa.
Os participantes do estudo responderam
perguntas sobre informagdes a respeito

do seu conhecimento sobre
leptospirose; seu trabalho e locais
frequentados previamente ao

diagnostico da doenca; historico da
doenca em vizinhos, parentes ou outros
animais e se fizeram algum tratamento
antes de procurar auxilio médico. Sobre
os caes, foram feitas as seguintes
questbes: ambiente onde os animais
residiam, incluindo se tinham acesso a
rua; local onde o alimento e a agua
eram fornecidos; tipo de dieta fornecida;
se havia ou ndo contato entre os demais
animais da propriedade e sobre
presenca e controle de roedores no
ambiente.

Anélise estatistica: Os testes de
qui-quadrado ou exato de Fisher foram
delineados para determinar a diferenga
entre os fatores individuais associado
com a infecg¢ao por Leptospira spp. Com
razao de chances, 95% de intervalo de

confianga e valor de p calculados
separadamente para cada variavel.

RESULTADOS

Ao todo, foram feitas 45 visitas a
residéncias de pessoas acometidas por
leptospirose. Destas residéncias, em 26
nao foi possivel encontrar o paciente
que ficou doente. Das 19 restantes, sete
nao tinham cées e, em uma, o cao havia
sido vacinado ha menos de 12 meses.
Daquelas que tinham caes, foi possivel
realizar coletas de 15 animais,
pertencentes a oito casas. Nenhum cao
havia recebido doxiciclina nem qualquer
outro antibidtico proximo ao periodo das
visitas.

A coleta de sangue foi realizada
em 15 caes supracitados e urina de dez
deles. Daqueles cuja urina nado foi
coletada, o motivo foi a falta de volume
urinario. Todos os exames de SAM
foram negativos. Os 15 exames de PCR
do sangue e os dez de urina também
tiveram resultado negativo.

Dentre os oito infectados, havia: dois

recicladores que nao utilizavam
equipamentos de protecdo individual
durante o contato com o lixo; dois

desempregados, sendo um usuario de
entorpecentes, alcool e tabagista (que
ainda se encontrava internado e, por
isso, outro coabitante respondeu ao
questionario) e outro que alegava
contato com lixo; um funcionario de
supermercado que participou de
pescaria, mas também alegou ter visto
roedores no estoque do seu local de
trabalho, além de ser usuario de drogas
ilicitas; uma dona-de-casa que relatou
ter visitado recentemente um sitio em
regido distante; um aposentado que
havia participado de pescaria pouco
antes de adoecer e uma crianga que
tinha o habito de brincar na agua da
chuva (um responsavel maior de idade
respondeu ao  questionario). Os

Archives of Veterinary Science, v.24, n.4, p.83-91, 2019.



dos Santos et al. (2019)

87

resultados dos questionarios estao

localizados na tabela 1.

Tabela 1 - Respostas ao questionario aplicado as pessoas que tiveram leptospirose e que possuiam
caes, durante visita realizada as suas residéncias em conjunto com o CCZ de Curitiba, no periodo de

julho de 2015 a dezembro de 2016.

Questao Sim (%) Nao (%) Observagoes

Sabe o que é leptospirose 7 (87,5) 1(13,5)
Sabe como a leptospirose € 6 (75) 2 (25)
transmitida
Sabe que o cdo pode ser 2 (25) 6 (75)
portador assintomatico
Outros casos de leptospirose 3 (37,5) 5 (62,5) Dois relatos de casos em pessoas;
perto do domicilio um em cao e pessoa
Presenca de roedores em 7 (87,5) 1(13,5) Trés com um més de antecedéncia;
periodo préximo a coleta quatro, trés meses antes
Controle de roedores no 7 (87,5) 1(13,5)
domicilio
Acesso a rua por parte dos caes 5 (62,5) 3 (37,5)
Retira agua e alimento a noite 5 (62,5) 3 (37,5)
Fornece racéo 5 (63,5) 3 (37,5)
Fornece comida 4 (50) 4 (50)
DISCUSSAO todos os domicilios foram vistos

Neste estudo, ndo foi evidenciada roeldoAres_. Somgndo_—se a isso, ,naquelas
associagdo entre seres humanos re~3|den9|as cujo ?‘"me”to‘ © agua dos
enfermos e cies portadores cdes nao sao.r.e_tlrados a noite, pode
assintomaticos. Como nao houve haver a possibilidade de _acesso ao
nenhum animal cujo resultado foi terreno por roedores, ~servmdo, ~estes,
positivo, acabou n&o se realizando como fonte de infecgao para caes e,

analise estatistica neste trabalho. Os
resultados sorologicos e moleculares
negativos reforgam que os cdes nao
tiveram contato com nenhum sorovar de
leptospira. Também ¢é possivel que
algum sorovar infectante ndo tenha sido
testado, apesar de que os principais
sorovares que acometem os caes foram
incluidos nos testes. No entanto, um
novo sorovar nao interferiria com os
resultados da PCR no sangue ou urina,
uma vez que os primers utilizados
amplificariam  DNA de  qualquer
leptospira patogénica.

Também foi constatado que os
caes participantes da pesquisa nao
serviram como fonte de infec¢do para a
leptospirose. Apesar disto, é grande a
possibilidade de que se infectem em
algum momento, visto que em quase

também, outros seres humanos. O alto
indice de contato com a rua pelos caes
€ outro fator que aumenta esse risco,
uma vez que o contato com a agua das
ruas € um fator potencializador para a
transmissao da leptospirose.

Como fator limitante para esta
pesquisa destaca-se o0 numero de
participantes, que é baixo e pode
mascarar o0 real papel dos caes
contactantes de seres humanos como
reservatorios para a leptospirose.
Infelizmente, ndo foi possivel entrar em
contato com todas as pessoas que
adoeceram.

No presente estudo, o fato de
poucos pacientes ou familiares destas
pessoas poderem ser encontrados foi
um dos principais motivos para que
mais coletas nado pudessem ser
realizadas. Casos onde havia mudanga
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de endereco ou cujo enderego
cadastrado nas unidades de saude era
inexistente eram relativamente comuns.
No caso dos tutores participantes, os
casos de leptospirose frequentemente
estavam associados a atividades de
lazer, trabalho sem uso de
equipamentos de protecido individual e
uso de drogas, quase sempre
associados a situagdes de baixa renda e
saneamento basico deficiente. Como a
leptospirose  é uma enfermidade
associada a baixas condi¢cdes de
saneamento basico, a maioria dos
participantes desta pesquisa pertencia a
regides relacionadas a situagbes de
pobreza.

Nos paises europeus, a
leptospirose em seres humanos é
majoritariamente transmitida por motivos
ocupacionais, sendo mais acometidos
veterinarios, cacadores, trabalhadores
de abatedouros e pesquisadores,
enquanto que, nos paises emergentes,
incluindo o Brasil, &€ associada a baixas
condicbes de vida, como acesso
limitado a educagao, condicdes pobres
de vida e aumento de situacdes de risco

para infeccbes humanas nas areas
urbanas (Haake e Levett, 2015;
Morikawa et al., 2015). Um  estudo

realizado entre 2008 e 2012, no Rio
Grande do Sul, regido sul do Brasil,
encontrou uma média de 428 casos de
leptospirose nos seres humanos por ano
nos municipios do estado. As regides
mais atingidas foram aquelas que
sofriam com maiores quantidades de
alagamentos. Também constatou-se
gque as pessoas que vivem em areas
rurais tém oito vezes mais chance de
contrairem a enfermidade do que
aquelas que habitam zonas urbanas
(Schneider et al., 2015).

No presente estudo, os caes foram
todos negativos, tanto na PCR da urina,
que indicaria o estado de portador,
quanto na sorologia, que indicaria o
contato do cdo com o agente infeccioso,
levando a producdo de anticorpos.

Portanto, acredita-se que os cées nao
tenham sido a fonte de infeccdo para
seus tutores. Além disso, muitas das
residéncias ndo tinham caes, sugerindo
outra fonte de infeccdo, como roedores
nas redondezas ou mesmo infeccao
adquirida em ambientes longe da
vizinhanga, como no trabalho ou no
lazer. O percentual de caes portadores
assintomaticos ¢é variavel, tanto em
estudos no Brasil, com 1,0 a 8,4% de
cdes com leptospiruria (Oliveira et al.,
2012; Latosinski et al., 2018; Miotto et
al., 2018), quanto em outros paises,
com 1,5 e 8,2% (Harkin et al., 2003;
Rojas et al., 2010; Llewellyn et al.,
2016).

No Brasil, estudos sobre a
soroprevaléncia para anticorpos contra
Leptospira spp. em caes de rua
costumam ser realizados em regides
ribeirinhas. Devido a falta de
saneamento basico adequado, que é
acentuada nesses locais, acaba-se por
aumentar o numero de roedores e de
caes errantes, potencializando o risco
de transmissdo da Dbactéria. A
soroprevaléncia nestas pesquisas varia
entre 7,1% e 40,6% (Batista et al., 2004;
Lavinski et al., 2012; Oliveira et al.,
2012; Morikawa et al., 2015). Morikawa
et al., (2015) detectaram, no municipio
de Curitiba um aumento na incidéncia
de 9,3% para 19% durante nove meses
de estudo.

A falta de informacdo sobre
leptospirose € um importante fator para
o aumento da incidéncia desta afecgao.
A maior parte dos tutores entrevistados
alegou conhecer a enfermidade, mas
tomava poucas atitudes para prevenir o

seu acontecimento. Quando
questionados de forma mais
aprofundada, demonstram

conhecimento insuficiente para atingir
melhores niveis de profilaxia. Estes
dados s&o corroborados por outra
pesquisa onde, de 257 pessoas
entrevistadas, 197 (77%) afirmaram
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saber 0 que é leptospirose, mas apenas
45 (17%) limpavam a boca do esgoto
proxima ao seu domicilio, e apenas 5
pessoas utilizam luvas e botas para
fazé-lo (Araujo et al, 2013). Outro
estudo identificou a educagao de baixa
qualidade como um dos principais
fatores de risco para a ocorréncia de
leptospirose, juntamente com a baixa
qualidade das necessidades basicas do
lar, pobreza extrema, servigos sanitarios
insatisfatorios, analfabetismo, agua
canalizada e alta densidade
demografica (Bacallao, et al., 2014).

Assim, o fato de todos os animais
terem apresentado resultados negativos
tanto nas reagdes em cadeia da
polimerase como nas sorologias levam
a crer que os caes testados néo
representaram, naquele momento, como
fonte de infecgdo de leptospirose para
seus tutores.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, é
possivel afirmar que ndo houve relagao
entre seres humanos enfermos e caes
portadores assintomaticos nesta
populagao estudada.
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