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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma importante e complexa
doenca dos animais e do homem. sendo considerada
uma das zoonoses mais difundida (Bolin, 1996).

Muitas espécies de animais silvestres podem
atuar como reservatérios de Leptospira interrogans
para outros animais silvestres ou domésticos e
mesmo para o homem (Michna, 1970). Os
roedores, principalmente o Mus musculus, Rattus
rattus e particularmente o Rattus norvégicus sao
potenciais reservatérios dessa bactéria (Larigoni,
1999). O Rattus norvegicus € reconhecido
mundialmente como reservatorio do sorotipo
icterohaemorrhagiaee, ocasionalmente, de outros
sorotipos (Thiermann, 1981: Lindenbaum & Eylan,
1982), enquanto o Mus musculus é reservatorio
para o sorotipo ballun (Hathaway et al., 1983;
Alexander, 1984). Entretanto, o Rattus rattus ¢
um reservatorio menos freqlente de leptospira
guando comparado com o Rattus norvegicus e o
Mus muscuius (Hathaway & Blackmore, 1 981).

Em ratos, as leptospiras causam uma infeccéo
sem sinais clinicos da doenc¢a, porém, os animais
continuam a eliminar a bactéria portoda sua vida
(Nicolescueta/, 1973, Thiermann, 1981; Alexander,
1984).

Com relacdo ao rato de laboratdrio, Nicolescu
et al. (1973), afirmaram que este animal pode se
tomar reservatdério do sorotipo icterohaemorrhagiae
no mesmo grau que o rato silvestre. Capardao
(1982) considerou a leptospirose como uma das
infeccoes mais importante de animais de
laboratério. Esta infeccédo foi descrita em biotérios
de varios paises (Nicolescu et al, 1973: Gefler,
1979; Fox & Brayton, 1982; Pontes et al., 1990,
Scanziani et al, 1995).

As fontes de infeccdo de leptospiras para
coldnias de ratos de laboratério podem ser
reservatorios silvestres ou ratos e camundongos
portadores deste microrganismo vindos de
colénias ndo controladas (Nicolescu et al,, 1973;
Alexander, 1984). As principais formas de
disseminacédo das leptospiras entre os animais da
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colénia sdo através do contato direto, durante o
acasalamento, ou porles6es na pele (Loosli, 1967
apud Geller. 1979). Segundo Alexander (1984), a
disseminacao do microrganismo em biotério, entre
animais de caixas diferentes, pode ocorrer através
de frascos de agua contaminados.

FOX & Brayton (1982). Alexander (1984), Garcia
et al. (1985) descreveram em biotérios os sorotipos
australis, bataviae, grippotyphosa. hebdomadis,
icterohacmonhagiae, pomona. pyrogenos, ballum.

Alexander (1984) considerou que a leptospirose
em animais de biotério ndo é levada em
consideracdo pela maioria dos fisiologistas.
farmacologistas, psicdlogos, bioquimicos,
microbiologistas e outros cientistas que manuseiam
estes animais.

O objetivo deste trabalho foi detectar a
leptospirose através da prova de soroaglutinacao
microscOpica, exame direto da urina e tentativas
de isolamento em animais criados, mantidos e
capturados nas proximidades do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Estadual de Londrina (BC-UEL).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Biotério

O BC-UEL é composto pelo prédio principal
construido em alvenaria, para cria e manutencéo
de ratos e camundongos que eram mantidos em
salas especificas para cada espécie e ainda as
salas de guarda de racdo e da cama dos animais.
Os ratos e camundongos eram mantidos em
gaiolas especiais que abrigavam em média 4 a 5 e

10 a 15 animais respectivamente. Esta construcéo
ndo permite a entrada de animais invasores.

Na area externa, em relagcdo ao prédio
principal, eram mantidos os cobaios, coelhos e
cides. Os cobaios eram criados em baias teladas
com o piso cimentado e os coelhos em gaiolas
individuais suspensas, prdoprias para a espécie. Os
cdes eram mantidos em um canil composto de
oito baias. As instalacdes onde eram mantidas as
trés espécies acima permitiam o acosso de
pequenos roedores.

2.2 Animais wutilizados

Dos animais criados e mantidos no biotério,
foram utilizados neste experimento 325 ratos

wistar adultos (Rattus norvegicus). 323
camundongos albinos adultos (Mus domesticus
domesticus), 135 coelhos adultos (Oryctotagus

cunicuius), 119 cobaios adultos (Cavia porcelius).
Além destes animais, ainda foram utilizados 289
cdes (Canis familiaris) de rua, capturados e
enviados ao BC por prefeituras de oito municipios
do Estado do Parand e 57 ratos pretos (Rattus
rattus) capturados na &rea externa proxima ao
biotério (Tabela 1).

2.3 Material examinado

O soro utilizado para prova soroldgica foi obtido
de todos os 1248 animais deste experimento,
enguanto que a urina para oexame direto foi obtida
em uma unica colheita de 282 camundongos
albinos, 224 ratos wistar, 29 ratos pretos, 13
coelhos e de dois cobaios e de véarias colheitas em
24 caes,

Tabela 1 — Animais utilizados para o diagnostico de leptospitose entre margo/98 a setembrofog.

Especies Camundongo' Cao? Coeethe' Cobaio’ Rato wislar Rato preto?
Fopulagaco 1.300 234 150 13% 1.6800

Amiostra * 317 A0 100 3140

Animais testados 323 289 135 118 325 57

*_ Salculada palo programa netatisticn ERP-nfo versao § .04 (CDGC - Alants - EU.HJ adctando 50% de prcwalénct&e OS5 deinbervidd

deconfiangs.
1 - Crindos e manrtidos, pelo BC-LIEL.

% - iCapturado:s ¢ ciiados ac BC-LIEL por oita prefeikeras do Estado da Parea,

3~ Capturados nos peorimidacdes do BC-LFEL
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Para o isolamento de Leptospira spp. foram
utilizados fragmentos dos rins e amostras de urina
colhidas de trés cdes e de um cobaio positivos na
soroaglutinacdo microscopica (SAM), e somente a
urina de outros trés caes também positivos na SAM.

Amostras de sangue foram colhidas corri
seringa estéril segundo as recomendacg8es para
cada espécie. O sangue Foi mantido em frasco
estéril até a retragcdo do coagulo e entdo, somente
o soro foi conservado a -20°0 até a realizacao do
exame. A colheita da urina foi realizada por
cistocentese com seringa estéril, sendo analisada
imediatamente apo6s a colheita.

2A Exames realizados

SAM: Foram utilizadas culturas vivas de 22
sorotipos de Leptospira interrogans (Tabela 2)
cultivadas em meio EMJH modificado com albumina
bovina, incubadas a 26 °C por 5 a 7 dias, contendo
cerca de 100 bactérias por campo de 400x de

aumento. O soro foi diluido inicialmente a 1:50 em
PBS pH 7,2 e distribuido em cubos de acordo com
0 numero de sorotipos pesquisados. O sorotipo foi
previamente diluido e adicionado no mesmo volume
ao tubo contendo o soro. obtendo assim a diluicdo
de 1:100. Os soros que apresentaram 2+ ou mais
de aglutinacdo nesta diluicdo foram considerados
positivos e entdo diluidos seriadamente até a
determinacdoda diluicAo maxima positiva. A leitura
foi realizada em microscépio de campo escuro e
interpretada de acordo com Myers (1985).

Exame direto da urina em microscopio de campo
escuro (MCE): Uma gota da urina foi depositada
em lamina de vidro e examinada inicialmente em
aumento de 200x em microscopio de campo escuro
(Santa Rosa, 1970). Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram estruturas com morfologia
e movimentacao compativeis ade espiroqueta.

Isolamento: Fragmentos dos rins e amostras de
urina de trés cdes e um cobaio e somente urina de
outros trés caes foram semeados em meio de

Tabela 2 - Sorotipos de Leptospira interrogans utilizados para a realizagdo do teste de soroaglutinagao microscopica.

Sorogrupos Sorotipes Amostras
Australis australis Ballico
oratistava Jez Bratislava
Autumnalis gulriiaiis Akpyami &
butembo Butembo
fort-bragy Fort Bragg
Balluom cazfelfonis Castallon 3
Bataviaa baflaviae Yan Tienen
Canicola camcols Hond Utrecht 1Y
Celledoni whitcorndi Whitcombi
Cynopteri Cyncpiers. 3522 C
Djasiman santot Sentct
Grippslyphosa grippolvohioss hloskva W
Hebdomadis hebdorracis Hebdomadis
Icterchaemarrhagiae icterchaamorthagiae RGA
copanhadans b-20
Panarma PANGITTE CZ 214K
FPomona pOMon & Pocmona
Pyragenes pyrogenes Salinem
se|roe hardio Hardjoprajiino
o Wil 3705
Shermani shermeri LT 821
Tarassovi targssowvi Perepeslicin
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cultura EMJFI adicionado de 5-fluoro-uracil (Sigma)
€ entdo incubados a 28°C por até 60 dias.
Semanalmente foram realizados controles em
microsc6pio de campo escuro para verificar
possivel crescimento de leptospiras (Faine. 1982).

3 RESULTADOS

Dos 1248 animais de seis espécies do BC-UEL,
testados pela prova de SAM. 110 cdese um cobaio
apresentaram reacao considerada positiva (Tabela
3). Titulos entre 100 e 400 foram detectados em
95 cédes e entre 800 e 3200 em 15 cées, enquanto
um cobaio apresentou titulo de 1 00.

Em 49 cdes (44,54%) foram detectados anticorpos
contra apenas um sorotipo de Leptospira interrogans
eem61 animais (55,45%) contra dois ou mais sorotipos
simultaneamente. Foram encontrados anticorpos
contra o sorotipo canicola em 69 cédes (62,73%), contra
0 sorotipo pyrogenes em 57 caes (51,81%).

castellonis em 34 (30,9%), icterobaemonhagiae em
26 (23,63%), autumnaiis em 14 (12,72%),
grippotyphosa em 12 (10.9%), copenhageni em 8
(7,27%), butembo em seis (5,45%), hebdomadis

em cinco (4,54%), fort bragg em quatro (3.63%).
cynopteriemquatro(3,63%), sentotfoiemtrés(2,72%),
bratislava em dois (1,81%), bataviae em dois
(1,31%), pomona em dois (1,81 %), hardjo em um
(0,9%) e whiteombi em um (0,9%).

O Unico cobaio positivo na SAM apresentou
anticorpos contra o sorotipo icterohaemorrbagiae.

O MCE de 574 animais mostrou a presenca de

estruturas com morfologia e movimento compativel
com Leptospira spp em apenas seis caes (Tabela 3).

Foram negativas as sete tentativas de isolamento
de Leptospira spp realizadas a partir de fragmentos
de rim e urina do cobaio e dos cédes positivo na
SAM (Tabela 3).

Os oito municipios do Estado do Parand que
capturaram e enviaram cades de rua ao BC-UEL.
tiveram entre 20,00 e 100% de animais considerados
positivos na SAM (Tabela 4), devendo-se ressaltar
0 municipio de Nova Fatima com 10 (100%) cées
soropositivos.

4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram a
presenca de leptospirose no BC-UEL. Foidetectada
evidéncia de infeccdo em 110 (38.06%) dos 289
cdeseemum (0.B4%) dos 119 cobaios, enquanto
gue as demais espécies de animais estudadas
apresentaram resultados negativos.

E bastante provavel, que os 110 (38,06%) caes
mantidos no BC-UEL considerados positivos neste
estudo, tenham se infectado nos locais de origem,
pois todos eram animais de rua que foram
capturados e enviados ao BC-UEL. Caldas et ai
(1977)consideraramquea forma de vida dos cées
de rua torna-os mais expostos a infec¢do por
leptospiras. Querino (1990) demonstrou que os caes
gue tinham acesso a rua tiveram 2,57 vezes mais
chances de se infectarem do que os sem acesso a
rua.

Tabela 3 — Resultados dos exames de soroaglutinagcdo microscépica, exame direto da urina e tentativas
de isolamento de Leptospira spp nas diferentes espécies de animais encontradas no BC-UEL no periodo

de marco/98 a seternbro/99.

« Especies SAM MCE [sGlamanto

n + %4 n o+ Y n * %4
Camundongo 323 Iy o 282 0 0 0 o
Cobaia 119 1 0,84 2 0 1 & 9
Coelho 135 0 D 13 o 0 0 0 D
Cao 280 110 38.08 24 8 25 6 0 0
Rato preto 57 0 o 259 o il a a 0
Rato wistar 325 0 0 224 0 ! 0 o 0
TOTAL 1.248 111 88 574 & 1,04 7 4] 0

n - Murmero de apimals examinados.

¥ - M e te NS pasitivos,

Y - Pongentaqem e anirfais poesiliaces

SAM - Prova da soroagliinasso microscopica,

MCE - Exannedieio da wina em micrescdnio de campo escur.

T2.
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Tabela 4 - Porcentagem dos caes de rua positivos na prova de soroaglutinacdo microscépica para
L&ptospira spp. capturados em oito municipios do Estado do Parana.

Municipios r
Rio Branco do lvai 44
Rosario do lvai 29
Telemaco Borba Fata)
Leopolis 29
MNova Fatima 10
Congeoinhas 30
Assal i
Rolandia 82
Total 289

“E Yo
12 2727
a 31,03
40 45,45
9 31,03
10 100
G 20
2 28,57
e 42,30
110 38,06

n- Momero de caes.
+ - Mumero de caes posiives.
% Porcentagem de cies positivos.,

Pontes et al, (1990) detectaram leptospiras em
cdes de rua mantidos no biotério da USP de
Ribeirdo Preto/SP e consideraram que a infec¢ao
nestes animais possa ter ocorrido tanto nos seus
locais de origem (ruas da regido de Ribeirdo Preto)
guanto no proprio biotério. pois oambiente externo
deste era propicio a proliferacdo de roedores.
Scanziani et al. (1995), na ltalia e Grigoletto et al.
(1999), no Rio Grande cio Sul demonstraram
respectivamente a infeccdo por leptospiras em
cides de laboratdrio e em cées do biotério do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Santa Maria. Os primeiros autores consideraram
o canil do origem destes animais como o local
mais provavel da infecc¢ao.

Os resultados negativos na SAM e MCE dos
57 ratos pretos capturados nos arredores do BC-
UEL estdo de acordo com Hathaway & Blackmore,
(1981) que afirmaram que esta espécie de rato e
um reservatdrio menos freqiente de leptospiras
do que o rato marrom. Estes resultados ainda
indicam que esta espécie animal nédo foi uma fonte
de infeccdo para os cobaios e coelhos criados e
mantidos, respectivamente, em baias e gaiolas na
area externa do BC-UEL, apesar do possivel
contato direto entre eles.

A fonte de infeccdo para o cobaio detectado
com titulo considerado positivo ndo foi possivel
de ser determinada.

Resultados positivos para leptospiras tém sido
registrados em camundongos albinos em biotérios
de Cuba (Garcia et al. 1985). em macacos esquilo
(Saimiri sciureus) no biotério do Instituto Pasteur

da Guiana Francesa (Perolat ef al, 1992) e em
ratos wistar, camundongos, cobaios e coelhos em
biotério na india (Natrajaseenivasan & Ratnam,
1996). Nestes dois ultimos biotérios, os ratos e
outros roedores externos que tinham seu habitat
préoximo ao biotério e conseguiram penetrar nele,
foram considerados como a fonte de infeccdo de
leptospiras.

Os anticorpos detectados nos cédes contra os
sorotipos canicola (62,7%) e icterohaemorrhagiae
(23%) sao considerados quase que um padrao
mundial. Estes resultados se justificam pelo modo
de vida destes caes que favorece o contato entre
eles que sdo os proprios reservatérios do sorotipo-
canicola, e também com roedores que sao os
reservatoérios do sorotipo icterohaemorrhagiae.
Foram detectados também anticorpos contra o
sorotipo  pyrogenes (50,9%) nos animais
estudados. Resultados semelhantes para este
ultimo sorotipo (45%) e (52.55%), foram
encontrados respectivamente por Querino (1999)
trabalhando com cdes do municipio de Londrina,
Paranéd e por Grigoietto et a/. (1999) em céaes de
Santa Maria, Rio Grande do Sul. Além disso, este
sorotipo foi isolado de cdes na Argentina (Szyfres,
1976) e de rato d'dgua (Nectomys squamipes) no
Brasil (Santa Rosa etai-, 1980).

Dos varios municipios de origem dos cdes de
rua enviados ao BC-UEL, deve ser citado o
municipio de Mova Fatima, que teve 0s 10 (100%)
cades soropositivos. Estes resultados indicam que
esta bactéria pode estar amplamente distribuida
entre os cdes de rua daqueles municipios.

Semina: Ci. Agrérias, Londrina, v. 21, n. 1, p. mar. 2000
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que rua capturados e apenas mantidos neste local, devem
a leptospirose ndo esta presente entre os animais ser considerados como provaveis portadores de
criados e mantidos pelo BC-UEL mas os cédes de Leptospira spp.
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ABSTRACT: Leptospirosis has been described in laboratory animal house of several countries happening
among mice. albino rats. guinea pigs, dogs, rabbits, monkeys and man. The laboratory animal house of
Biologic Science Center of Londrina State University maintains and breeds several species of animals and
stray dogs trapped in cities of Parand State. In this paper were utilized for leptospirosis research, 325
wistar rats. 323 albino mice. 289 dogs, 135 rabbits. 119 guinea pigs, and 57 black rats trapped around of
animal house. The microscopic agglutination test with 22 cultures of Leptospira interrogans showed positive

results in 110 dogs and one guinea pig, having been found antibodies against serovars canicola (62, 7%),
pyrogenes (51,8%), castellonis (30.9%) and icterobaemorrhagiae  (23,6%). The dark field microscopy
examination of 574 urine samples (282 albino mice, 224 wistar rats, 29 black rats, 24 dogs, 13 rabbits and
two guinea pigs) showed positive resuits in six dogs. The seven attempts of urine and kidneys isolation
were negatives.

KEY WORDS: Leptospirosis. animal house, microscopic agglutination test.
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