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RESUMO

A leptospirose € uma enfermidade zoonética potencialmente fatal para humanos e com
capacidade de gerar prejuizos sanitarios e econémicos a diversas espéecies animais. Se forem
consideradas a existéncia de condi¢cbes ambientais favoraveis para a ocorréncia de
leptospirose, a amplitude potencial da doenca se magnifica, justificando-se, entdo a
necessidade de estudos epidemioldgicos tanto na populacdo humana quanto animal. Desta
forma, esta tese desenvolveu um estudo retrospectivo epidemioldgico de casos de infeccédo de
leptospirose em humanos — Capitulo | - no Estado do Amazonas, bem como um estudo
soroepidemioldgico em equinos de Manaus e regido metropolitana - Capitulos Il e Il -. Os
dados para o desenvolvimento do Capitulo | foram obtidos do departamento de informaética do
Sistema Unico de Satide (DATASUS), utilizando os dados de doencas e agravos de
notificacdo do SINAN (Sistema de InformacGes de Agravos de Notificacdo), referente aos
casos de leptospirose nos municipios do estado do Amazonas no periodo de 2010 a 2019. As
informacBes dos casos de infeccdo em humanos nesses anos foram correlacionadas dados
meteoroldgicos do BDMEP (Banco de Dados Meteoroldgicos do INMET - Instituto Nacional
de Meteorologia), precipitacdo, temperatura, e umidade das estaces meteoroldgicas
convencionais da rede de estacdes do INMET no estado do Amazonas. O maior nimero de
infecgBes por leptospirose em humanos ocorreu nos municipios de Manaus (n=422), Boca do
Acre (n=41) e Parintins (n=31). O municipio de Boca do Acre apresentou a maior incidéncia
acumulada da infec¢do por leptospirose em humanos no periodo do estudo (121,4 casos para
cada 100 mil habitantes). Como principal resultado, constatou-se que a ocorréncia da infecgéo
ocorre com maior frequéncia no ambiente domiciliar no estado do Amazonas, sendo, portanto,
0 ambiente domiciliar um determinante importante da transmissdo, e uma consequéncia,
provavelmente, das precarias condi¢cdes ambientais existentes no domicilio e peridomicilio.
Associado a esse resultado e, levando-se em conta as caracteristicas climéaticas e ambientais
da regido e as informacgbes sobre o aumento do numero de equinos que vivem em areas
urbanas do municipio de Manaus, o risco de exposi¢cdo e contaminagdo de seres humanos e
demais animais susceptiveis vem se tornando maior, a medida que a populagdo equina vem
crescendo nos Ultimos anos. Dessa forma, para os capitulos 11 e 111, foi realizada uma revisao
de literatura sobre a doencga nesses animais, e determinada a frequéncia da leptospirose em
equinos de Manaus e regido metropolitana do Amazonas, bem como amostras de soro equinas
foram coletadas e enviados para diagnostico soroldgico de leptospirose para o Laboratorio de
Diagnostico de Leptospirose da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As amostras
de soro foram testadas (n =198) para a presenca de anticorpos anti-Leptospira pelo ensaio de



microaglutinacdo microscopica, como recomendado pela Organizacdo Mundial de Sadde. Os
resultados obtidos no estudo indicaram alta frequéncia (n=92 / 46,46%) de soropositividade
para Leptospira spp. em cavalos no estado do Amazonas, indicando a existéncia de uma alta
frequéncia de reagdo aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes. Com 0 aumento do
rebanho equino na regiédo e, consequentemente, maior interagdo entre criadores e animais, a
identificacdo de sorogrupos reagentes de Leptospira spp. sinaliza a possivel existéncia de
reservatorios e de cepas patogénicas para outros animais e para 0 homem. Como concluséo,
na somatoria dos trés capitulos, pode-se inferir que o maior risco de leptospirose no estado do
Amazonas € urbano, altamente relacionado a condicdes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento e manutencdo da bactéria no meio ambiente, em especial quando associado
a baixos indices de saneamento basico. A soroprevaléncia obtida para os equinos demonstram
gue a enfermidade acomete esses animais, podendo trazer prejuizos econdmicos aos criadores
e sanitarios, tendo em vista o potencial de reservatdrio e de transmissdo que 0s equinos podem
desempenhar. Por fim, estudos epidemiol6gicos sobre a leptospirose devem ser de carater
permanente e periddico, para que se possa manter dados da enfermidade atualizados que, por
isso, poderiam facilitar a implementacdo e ajuste de medidas de prevencdo e controle da
leptospirose no estado do Amazonas.

Palavras-chaves: Amaz6nia. Leptospira interrogans. Zoonose. Saude Publica. Sanidade
animal. Cavalos.



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease that is potentially fatal to humans and has the capacity to
generate health and economic losses to several animal species. If we consider the existence of
favorable environmental conditions for the occurrence of leptospirosis, the potential
amplitude of the disease is magnified, justifying the need for epidemiological studies in both
human and animal populations. Thus, this thesis developed a retrospective epidemiological
study of cases of leptospirosis infection in humans in the State of Amazonas (Chapter 1), as
well as a seroepidemiological study in horses in Manaus and the metropolitan region
(Chapters 11 and Il1). The data for the development of Chapter | were obtained from the
computer department of the Brazilian National Health System (DATASUS) using the data of
diseases and aggravations of notification from SINAN (Sistema de Informacbes de Agravos
de Notificacdo — Notifiable Diseases Information System), referring to cases of leptospirosis
in the municipalities of the state of Amazonas in the period from 2010 to 2019. The
information about the cases of infection in humans in these years was correlated to
meteorological data from the BDMEP (Meteorological Database from INMET - National
Institute of Meteorology), which are precipitation, temperature, and humidity from the
conventional meteorological stations of the INMET station network in the state of Amazonas.
The highest number of leptospirosis infections in humans occurred in the municipalities of
Manaus (n=422), Boca do Acre (n=41), and Parintins (n=31). The municipality of Boca do
Acre had the highest cumulative incidence of leptospirosis infection in humans during the
study period (121.4 cases per 100,000 inhabitants). As a main result, it was found that the
occurrence of the infection occurs more frequently in the home environment in the state of
Amazonas; therefore, the home environment is an important determinant of transmission, and
a likely consequence of the precarious environmental conditions existing in the home and
peridomicile. Associated to this result and considering the climatic and environmental
characteristics of the region and the information on the increasing number of horses living in
urban areas of Manaus, the risk of exposure and contamination of humans and other
susceptible animals has been increasing as the equine population has grown in recent years.
Thus, for chapters Il and Ill, a literature review on the disease in these animals was
performed, and the frequency of leptospirosis in horses in Manaus and the Amazon
metropolitan region was determined. Equine serum samples were collected and sent for
serological diagnosis of leptospirosis to the Leptospirosis Diagnostic Laboratory at the
Federal University of Santa Maria (UFSM). Serum samples were tested (n = 198) for the
presence of anti-Leptospira antibodies by the microscopic microagglutination assay, as



recommended by the World Health Organization. The results obtained in the study indicated a
high frequency (n=92 / 46.46%) of seropositivity for Leptospira spp. in horses in the state of
Amazonas, indicating the existence of a high frequency of reaction to the serogroups
Icterohaemorrhagiae and Pyrogenes. With the increase in the equine herd in the region and,
consequently, greater interaction between breeders and animals, the identification of reagent
serogroups of Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs and pathogenic
strains for other animals and humans. As a conclusion, in the sum of the three chapters, it can
be inferred that the greatest risk of leptospirosis in the state of Amazonas is urban, highly
related to environmental conditions favorable to the development and maintenance of the
bacteria in the environment, especially when associated with low levels of basic sanitation.
The seroprevalence obtained for horses shows that the disease affects these animals,
potentially bringing economic and sanitary losses to farmers, considering the potential
reservoir and transmission that horses can have. Lastly, epidemiological studies on
leptospirosis should be permanent and periodic, so that up-to-date data on the disease can be
maintained, which could, in this way, facilitate the implementation and adjustment of

leptospirosis prevention and control measures in the state of Amazonas.

Keywords: Amazon. Leptospira interrogans. Zoonosis. Public health. Animal health. Horses.
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1. INTRODUCAO

Dentre as doengas que sd@o emergentes das relagbes contemporaneas entre animais
mamiferos (incluindo o homem) e o meio ambiente que os circundam, estdo as zoonoses.
Dentre estas doencas estd a leptospirose, uma zoonose caracteristica de paises tropicais e
subtropicais, onde a onda de calor e a incidéncia de chuvas, especialmente no veréo,
favorecem a sua ocorréncia (SEGURADO et al., 2016).

O agente etiologico da leptospirose ¢ uma bactéria pertencente a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira (FAINE; STALLMAN, 1982).
Sdo organismos filamentosos, helicoidais e moveis, o que lhes conferiu a denominacéo
espiroqueta, que inclusive influenciou o nome do filo, da classe e da ordem a que pertencem.
Essas bactérias tém aproximadamente 10 a 20 um de comprimento € 0,1 a 0,2 um de largura,
sdo Gram negativas e vivem em tecidos de animais, no solo Umido, na lama e em aguas
paradas (FAINE; STALLMAN, 1982). A classificacdo soroldgica das leptospiras
relacionados a reacBes sorologicas especificas que fornecem os sorogrupos e sorvares de
leptospiras patogénicas e saprofitas (QUINN et al., 1994). Estima-se a existéncia de
aproximadamente 300 sorovares de L. interrogans divididas em 25 sorogrupos (AHMED et
al., 2006).

A ocorréncia de leptospirose é significativamente maior no clima tropical, como no
estado do Amazonas, do que em regides temperadas, principalmente devido a maior sobrevida
de leptospiras em um ambiente quente e Umido, com elevado niveis de chuva e solo neutro ou
ligeiramente alcalino. Um dos agravantes para a perpetuacdo da enfermidade é a grande
variedade de animais silvestres e domésticos que podem atuar como reservatorios para 0s
hospedeiros (HAAKE et al., 2015). Desta forma, a conjuncdo destas caracteristicas pode
resultar em surtos epidémicos devido a maior exposi¢do a agua contaminada com urina ou
tecidos de animais infectados (LEVETT, 2001) e, assim, podendo representar um importante
problema de salde publica (FAINE et al., 1999), especialmente se forem associadas as
caracteristicas de clima tropical com baixos indices de saneamento basico e a maiores indices
de alagamentos (sazonais ou néo).

Além da questdo de saude publica precisamos considerar os efeitos da leptospirose
sobre a sanidade animal. Em equinos a Leptospira spp. determina alteracdes principalmente
no campo reprodutivo (PINNA et al., 2010), mas o desempenho atlético de cavalos de corrida
também ¢é prejudicado pela infecgdo subclinica (HAMOND et al., 2012). Tratando-se desta
espécie, entre os anos de 2004 e 2013, o rebanho de cavalos no Estado do Amazonas
aumentou 30% (BRASIL, 2016), o que levou ao aumento direto no nuimero de cavalos
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vivendo em areas urbanas de Manaus e regido metropolitana, para serem utilizados em
atividades de lazer, trabalho e esportes. Como consequéncia, com o contato frequente entre as
pessoas e animais, seja no manuseio, treinamento ou em sessfes de terapia de equitacéo,
aumenta-se 0 risco de exposicdo e contaminacdo tanto para humanos como para outros
animais suscetiveis.

Sob este contexto investigacdes epidemioldgicas acerca das relacdes entre o agente —
Leptospira spp. -, seres humanos e equinos sdo relevantes no ponto de vista de diagnostico de
situacdo para que se possam tracar medidas preventivas do ponto de vista de satde publica e
sanidade animal. Desta forma, a compreensdo da dinamica epidemioldgica da leptospirose na
populacdo do estado do Amazonas e nos equinos da regido metropolitana de Manaus
apresenta uma forte ferramenta socioeconémica, visto que os resultados podem contribuir
para a proposicdo de acbes preventivas, reduzindo os impactos sanitarios, sociais e
econémicos causados por esta enfermidade.
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2. CAPITULO I - ASSOCIACAO DE FATORES AMBIENTAIS A OCORRENCIA DE
LEPTOSPIROSE HUMANA NO ESTADO DO AMAZONAS, BRASIL (2010 A 2019)

Resumo

A leptospirose e uma doenga infectocontagiosa que acomete animais domeésticos, selvagens e
0 homem. A doenga ocorre em todos os estados do Brasil, e tem como principal reservatorio
os roedores, no ambiente urbano. O estudo tem como objetivo relacionar a ocorréncia da
infeccdo por leptospirose em humanos e variaveis ambientais nos municipios do estado do
Amazonas (AM), no periodo de 2010 a 2019. Foram verificados os casos de infec¢do por
leptospirose disponibilizados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)
do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS). As variaveis
ambientais: temperatura, precipitacdo e umidade, foram extraidos do Banco de Dados
Meteorologicos (BDMEP) disponiveis no sitio eletrénico do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). O nimero total de infec¢bes por leptospira em humanos no periodo
do estudo foi de 685 casos, de 2010 a 2019, sendo que Manaus foi 0 municipio com maior
quantidade de casos. Quando calculada a incidéncia das infeccbes para cada 100 mil
habitantes o municipio com maior incidéncia foi Boca do Acre. Com o estudo foi possivel
concluir que houve uma notificacdo regular e constante no periodo de 2010-2019 no estado,
sendo que as maiores casuisticas foram residentes na capital, ou seja, um padrdo urbano.
Observaram-se influéncias climaticas (chuva, calor e umidade) e sanitarias sobre 0 aumento
dos casos, mas baseado na especificidade da doenca e dados de regides préximas ao estado,
trata-se de possivel subnotificacdo da doenca. A caréncia de informacdes epidemioldgicas
compromete o estudo da leptospirose na regido, sendo necessario maiores esforcos no sentido
de melhorar a coleta e disponibilizacdo de dados, bem como melhorar os indices de

diagnostico definitivo.

Palavras-chave: Salde Publica. Zoonose. Precipitacdo. Temperatura. Umidade.



18

2.1 Introducéo

A leptospirose € uma doenca infectocontagiosa que acomete animais domésticos,
selvagens e o homem, causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira. A doenca
é caracterizada como uma zoonose bacteriana com grande difusdo mundial, especialmente na
América Latina, com taxas de letalidade que variam entre 5 e 20% (CASTRO, 2010).

No Brasil a doenca é endémica em todas as unidades da federacdo e epidémica
principalmente em periodos chuvosos. No periodo de 2007 a 2016, foram registrados 39.263
casos confirmados de leptospirose no Brasil, com média anual de 3.926 casos, incidéncia de
1,02/100 mil habitantes e taxa de letalidade de 8,9% (FLORES et al., 2020). Em Manaus,
entre os anos de 2000 e 2010 foram notificados 665 casos de leptospirose em humanos, 339
confirmados, e taxa de letalidade de 10,3% (n=35). O maior nimero de casos ocorreu no
periodo de intensas chuvas, nos meses de marco, abril e maio. Os casos estdo associados a
condicdes socioambientais precarias, como auséncia de saneamento basico (JESUS et al.,
2012; SILVA et al., 2016).

O principal reservatério no ambiente urbano sdo os roedores sinantropicos (Rattus
norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus). R. norvegicus € o principal portador da Leptospira
interrogans, em especial do sorovar Icterohaemorrhagiae, a mais patogénica ao ser humano
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A ocorréncia é significativamente maior no ambiente de clima tropical do que em
regides temperadas, isto se deve principalmente a maior sobrevida de leptospiras no meio
ambiente em condi¢fes quentes e Umidas, bem como periodos com elevados indices de
precipitacdes pluviométricas e regiGes em que o solo é neutro ou levemente alcalino. Desta
forma, a leptospirose tem ocorréncia durante todos os meses do ano no Brasil, principalmente
em comunidades carentes, pos-enchentes e inundagdes. Neste contexto a enfermidade pode
ocorrer em surtos epidémicos devido a maior exposi¢do a dgua contaminada com urina ou
tecidos provenientes de animais infectados (LEVETT, 2001). Levando isso em consideracéo,
é fundamental conhecer o panorama da leptospirose no Brasil, tendo em vista a doenga ser
considerada um problema de salde publica e de grande importancia social e econdmica, pela
sua alta incidéncia (FLORES et al., 2020).

Diante dos diferentes fatores associados a leptospirose em ambiente urbano e rural, a
prevencdo da doenca deve focalizar as fontes de contaminacdo, fatores de risco apontados
pelos estudos e, em especial, um melhor e mais amplo processo de produgédo de informacéo
acerca da doenca para a populacdo em geral. Desta forma, em &rea urbana, a maioria dos

estudos associa a doenca as condi¢cdes socioecondmicas da populacdo e as condicOes
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sanitérias. Portanto, além de atividades educativas voltadas a populacdo, deve-se, também,
promover melhorias nas condi¢Bes sanitarias urbanas. Em relacdo ao ambiente rural, sdo
poucos estudos realizados com a relacdo leptospirose versus humanos, sendo, portanto,
necessario o aprofundamento sobre a transmissdo e manutengédo da leptospirose nessas areas.
E recomendavel a realizagdo de agBes educativas voltadas as atividades ocupacionais no
ambiente rural: 0o uso de equipamentos de protecdo individual, por exemplo, poderia
contribuir para a reducdo dos casos de leptospirose (PELISSARI, 2011).

As estratégias de prevencdo da leptospirose sdo baseadas na consciéncia da
epidemiologia da doenca e dos mecanismos de transmissao. Uma vez que os riscos locais de
epidemiologia e transmissdo tenham sido definidos, é possivel mitigar grandemente o risco
adotando medidas para reduzir a exposicdo e implementar medidas de protecdo, imunizacdo e
quimioprofilaxia pré ou pés-exposi¢do (LEVETT, 2001).

Tendo exposto estas caracteristicas da leptospirose, nota-se que é de suma importancia
o conhecimento sobre a epidemiologia da doenca, para expor a realidade das areas sujeitas a
infeccdo, mostrando a sua incidéncia com base nas diferentes regides do pais, como forma de
guiar a implementacdo de acGes de prevencdo e controle capazes de minimizar os surtos e
epidemias. Desta forma, o estudo tem como objetivo relacionar a ocorréncia da infecgdo por
leptospirose humana e variaveis ambientais nos municipios de estado do Amazonas (AM), no
periodo de 2010 a 2019.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Area do estudo

O estado do Amazonas (AM) possui 62 municipios, em uma é&rea total de
1.559.167,878 km?, todos localizados no bioma Amazo6nico. A populacdo estimada em
4.207.714 habitantes. Segundo o IBGE, a populacéo residente (situagdo domiciliar) em area
urbana representa 79,09% da populacdo do estado (BRASIL, 2017).

O clima do estado € tropical e tmido (média anual da umidade relativa do ar superior a
80%), com temperaturas médias acima de 22°C, chuvas abundantes durante todo o ano, sendo
mais frequente no inverno regional (janeiro a abril) (JESUS et al., 2012).

2.2.2 Avaliacdo das infecgdes de leptospirose na popula¢do humana

No estudo foi realizada analise do nimero de infeccdes mensais de leptospirose na
populacdo residente nos municipios do Amazonas. Os casos foram categorizados de acordo
com 0 més da infeccdo no periodo de 01 de janeiro de 2010 a 31 de dezembro de 2019. O
periodo do estudo foi selecionado em funcdo da disponibilidade de informagfes na base de
dados adotada, o Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo (SINAN).

O SINAN esta disponivel na pagina eletronica do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Satde (DATASUS), mantida pelo Ministério da Satde do Brasil. Os dados
contam na categoria epidemioldgicas e morbidade (Doencas e Agravos de Notificacdo - 2007
em diante), das Informagdes de Satde (TABNET) (BRASIL, 2020).

2.2.3 Avaliagdo das varidveis ambientais

Foram utilizadas as seguintes variaveis climaticas: média mensal da temperatura
compensada (°C), média mensal da precipitacdo total (mm), média mensal da umidade
relativa do ar (%) no periodo de estudo. Estes dados foram extraidos do Banco de Dados
Meteorologicos (BDMEP) disponiveis no sitio eletrénico do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) (BRASIL, 2020).

No estado do Amazonas as informagdes meteoroldgicas sdo disponibilizadas de
acordo com as estagOes, se convencionais ou automaticas. Nos municipios com estacao
meteoroldgica local convencional foi possivel obter os dados: média mensal da temperatura
compensada (°C), media mensal da precipitacdo total (mm), média mensal da umidade
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relativa do ar (%), enquanto nas estagdes meteoroldgicas automaticas (AUT) as informacdes

disponibilizadas foram: precipitacdo total mensal (AUT) e temperatura média mensal (AUT).
Nos municipios com ocorréncia de infeccdo por leptospirose, pelo menos um caso nos

10 anos estudados, foram verificadas a relagdo do nimero de casos com esgotamento sanitario

adequado e urbanizacdo de vias publicas.

2.2.4 Andlise dos dados

Foram calculadas as incidéncias anuais de leptospirose para cada 100 mil habitantes.
As estimativas populacionais foram obtidas junto a Fundacdo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE - 2020). Para os calculos das incidéncias anuais, o denominador
utilizado foi 0 nimero estimado da populacéo no ano.

As infeccGes por leptospirose também foram analisadas quanto a sua evolucdo
temporal mensal, foram calculadas as médias mensais do nimero de infec¢bes no periodo de
estudo, relacionando-as com as médias mensais de varidveis climaticas de acordo com o
municipio de origem da infeccdo, estratificadas segundo més, ano e municipio.

Os dados foram analisados utilizando os programas Tableau® Desktop Professional
Edition 2020.4.2 e Microsoft Office Excel® 2016. Foi utilizado o programa QGIS® Desktop
v.3.16.3 na construcdo dos mapas.

O programa estatistico SAS também foi utilizado para a analise estatistica.
Inicialmente os dados dos municipios com estacdo meteoroldgica convencional e ocorréncia
de leptospirose no periodo do estudo foram avaliados quanto a sua distribuicdo pela prova de
Kolgomorov-Sminorv e avaliada a homogeneidade das variancias. Para avaliar a relacéo entre
duas variaveis foi usado o teste de Sperarman usando o Proc Corr e calculado o coeficiente de
correlagdo (r). Para a avaliacdo da regressdo linear simples foi usado o Proc Reg com a
definicdo do coeficiente de determinagéo (r?). Ficou estabelecido que existiu uma correlacéo
de alta intensidade entre as varidveis quando r > 0,60; média intensidade quando 0,30 < r <
0,60; e de baixa intensidade quando r < 0,30, foi considerado também qe o nivel de

significancia obtido nas correlagdes seja igual ou inferior a 5% .
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2.2.5 Comité de ética

Todos os dados desta pesquisa foram obtidos de fontes secundérias de livre acesso, de
forma que n4o houve necessidade de aprovacio por Comité de Etica em Pesquisa.
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2.3 Resultados

O numero de infecgdes por leptospira em humanos entre os anos de 2010 e 2019 foi de
685 casos no estado do AM. Dessas infeccbes, 620 foram oriundos de 37 municipios do
estado, seis originarias de outros estados e em 59 casos ndo foi possivel identificar a origem
da infeccdo.

Os casos de infeccdes por municipio do AM estdo descritos na tabela 1, totalizando
59,67% dos municipios com casuistica. Os casos oriundos de outros estados representaram
0,87%, oriundos de Roraima (Ariquemes - n=3), Sdo Paulo (Sdo Paulo - n=1), Acre (Rio
Branco — n=1 e Cruzeiro do Sul — n=1).

Os municipios com maiores numeros de casos da infeccdo foram: Manaus, Boca do
Acre, Parintins, Humaitd, Manacapuru, Iranduba, Maués, Tefé, Itacoatiara e Coari,
respectivamente. A incidéncia dos casos entre os anos de 2010 e 2019 esta descrita tabela 2,
assim como a incidéncia acumulada ao longo desses anos (figura 1). Quando calculada a
incidéncia das infecces para cada 100 mil habitantes os municipios com maior incidéncia
foram: Boca do Acre, Guajara, Parintins, Fonte Boa, Humaita, Manaus, Iranduba, Codajas,
Pauini e Nhamunda, respectivamente (figura 2).
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Tabela 1 — Numero total de infeccBes por leptospirose em humanos, em ordem decrescente,
por municipio no estado do Amazonas entre os anos de 2010 e 2019.

Municipios (AM) Numero total de infeccbes %

Manaus 422 61,61
Boca do Acre 41 5,99
Parintins 31 4,53
Humaita 13 1,90
Manacapuru 12 1,75
Iranduba 9 1,31
Maués 9 1,31
Tefé 8 1,17
Itacoatiara 7 1,02
Coari 6 0,88
Guajara 6 0,88
Codajas 5 0,73
Tabatinga 5 0,73
Fonte Boa 4 0,58
Autazes 3 0,44
Borba 3 0,44
Nhamunda 3 0,44
Pauini 3 0,44
Rio Preto da Eva 3 0,44
Alvaraes 2 0,29
Benjamin Constant 2 0,29
Careiro 2 0,29
Careiro da Varzea 2 0,29
Labrea 2 0,29
Manicoré 2 0,29
Nova Olinda do Norte 2 0,29
Séo Gabriel da Cachoeira 2 0,29
Urucara 2 0,29
Anori 1 0,15
Apui 1 0,15
Barreirinha 1 0,15
Boa Vista do Ramos 1 0,15
Eirunepé 1 0,15
Ipixuna 1 0,15
Presidente Figueiredo 1 0,15
Santa Isabel do Rio Negro 1 0,15
Tapaua 1 0,15

Total (n=37) 620 90,51




25

Tabela 2 — Incidéncias anuais e acumulada da infeccdo por leptospirose em humanos para cada
100 mil habitantes em municipio no estado do Amazonas entre os anos de 2010 e 2019.

Municipio— AM 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 'ncidéncia
acumulada
Boca do Acre 3,3 32 192 274 332 239 59 2,9 59 - 1214
Guajara - - - - - 12,6 - - 6,1 182 36,4
Parintins 1 2,9 39 09 36 36 0,9 3,5 6,2 18 27,6
Fonte Boa - 8,7 4.3 - - - - - - 6 23,8
Humaité - 2,2 - - 19,9 - 1,9 - 1,9 - 23,8
Manaus 1,7 3,3 2,6 26 27 23 0,8 2,3 15 15 19,5
Iranduba - - 7,2 - 22 22 - 4,2 4,2 - 18,9
Codajas - - 12,5 - - - - - 7,1 - 17,6
Pauini - - 55 - 5,2 - - - 5,2 - 15,7
Nhamunda - - - - - - - 4,8 - 9,6 14,4
Maués - 1,9 - 1,7 - 3,3 6,5 1,6 - - 14,2
Tefé - - 1,6 32 16 - - 3,2 - 3,4 13,7
Urucara - - - 5,8 - 59 - - - 12,7
Alvaraes - - - - - 6,4 6,4 - - - 12,6
Manacapuru - - 2,3 22 11 11 31 2,1 1 - 12,5
Rio Preto da Eva - - 3,7 - 3,4 - - 3,1 - - 9
Autazes - - - - 2,8 2,7 - 2,6 - - 7,7
Tabatinga 1,9 - - - 1,7 16 - 1,6 1,6 - 7,7
Borba - 5,6 - - - - - - 25 - 7,4
Coari - - 2,6 - - - 1,2 - 12 24 72
Itacoatiara - - - - - 4,1 - 1 2 - 7
Careiro da Véarzea - - 4 - 3,7 - - - - - 6,7
Tapaua - - - - - 55 - - - - 6
Careiro - - 6 - - - - - - - 5,4
Nova Olinda do
Norte - - - - - - - 2,7 2,7 - 5,4
Boa Vista do Ramos - 6,5 - - - - - - - - 5,2
Anori - - - 54 - - - - - - 4,8
Benjamin Constant - 2,9 - - - - - - - 2,3 4,7
Apui 55 - - - - - - - - - 4,6
Labrea - - - - 2,4 - - 2,2 - - 4,4
Secanels L ae - - 2 - - - - -
Eir;]tfolsabel do Rio i ) i 438 ) i ) i ) i 4
Manicoré - - - 19 - - - 1,8 - - 3,6
Ipixuna - - - - - - - 3,5 - - 3,4
Barreirinha - - - - 3,3 - - - - - 3,2
Eirunepé 3,3 - - - - - - - - - 2,9
Presidente i 3.6 ) ) ) ) i ) ) i 28

Figueiredo




Figura 1 — MicrorregiGes e municipios no estado do Amazonas (AM).
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Identificagéo - Municipios (AM)

1 Amatwra
2 Atalaia do Norte
3 Benjamin Constant
4 Fonte Boa
5 Jutai
6 Santo Anténio do Iga
7 S3o Paulo de Olivenca
8 Tabatinga
9 Tonantins
10 Alvaries
11 Japura
12 Jurua
13 Marad
14 Tefe
15 Uarini
16 Anama
17 Anori
18 Beruri
19 Caapiranga
20 Coari
21 Codajds
22 Manacapuu
23 Novo Airdo
24 Autazes
25 Barcelos
26 Careiro
27 Careiro da Varzea
28 Iranduba
29 Manaquiri
30 Manaus
31 Nova Olinda do Norte

32 Presidente Figueiredo
33 Rio Preto da Eva

34 Santa Isabel do Rio Negro
35 830 Gabriel da Cachoeira
36 Htacoatiara

37 Itapiranga

38 S3o Sebastifo do Uatumi
39 Silves

40 Urucara

41 Urucurituba

42 Barreirinha

43 Boa Vista do Ramos
44 Maués

45 Nhamunda

46 Parintins

47 Caranari

48 Eirunepé

49 Envira

50 Guajara

51 Ipixuna

52 Itamarati

53 Boca do Acre

54 Canutama

55 Labrea

56 Pauini

57 Tapaua

58 Apui

59 Borba

60 Humaitd

61 Manicoré

62 Novo Aripuand



Figura 2 — Taxa de incidéncia acumulada de infeccdes de leptospirose em humanos no estado do Amazonas, no periodo entre 2010 e 2019.
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Figura 3 — Taxa de incidéncia de infeccbes de leptospirose em humanos no estado do Amazonas, por ano de ocorréncia, segundo municipio de
infeccdo, no periodo entre 2010 e 2019.
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Maiores numeros de casos foram notificados nos meses de maior precipitacdo
pluviométrica que véo de fevereiro a junho, sendo o més de margo o que apresentou maior
numero de casos. Ja entre os meses de setembro, outubro e novembro houve menor nimero de
infeccbes (tabela 3). A média anual de infecgdes nos 10 anos estudados foi de 57,08
casos/ano. O municipio de Manaus apresentou maior nimero de casos de leptospirose (422 —
61,61%).

De acordo com a caracteristica da area e local de infecgdo, 72,40% dos casos foram
oriundos de &rea urbana (n=496), 9,63% de area rural (n=66) e 1,16% de area periurbana
(n=8). Em 16,78% dos casos informados a caracteristica da &rea e local de infeccdo nédo
estavam disponiveis (n=115). A infeccdo pela leptospira foi mais frequente no ambiente
domiciliar (52,84%) e no trabalho (13,43%) (tabela 4).

A correlacdo entre esgotamento sanitario adequado e infeccdo de leptospirose nos
municipios ocorreu de forma moderada (r= 0,42436; p= 0,0111), dessa forma, a auséncia de
esgotamento sanitario pode ser responsavel por até 40,14% dos casos de leptospirose (r?=
0,4014). Néo se observou correlacdo entre a urbanizacdo de vias publicas e os casos de
leptospirose, r=0,16009 (p= 0,3439) (tabela 5).



30

Tabela 3 — Total de casos de infec¢cdes por leptospirose em humanos no estado do Amazonas,
de acordo com os meses dos anos de 2010 a 2019.

Meses Total de casos
Janeiro 54
Fevereiro 72
Marco 104
Abril 78
Maio 81
Junho 66
Julho 58
Agosto 42
Setembro 25
Outubro 35
Novembro 25
Dezembro 45

Total 685 casos (média mensal = 57,08%)
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Tabela 4 — Caracteristica do possivel ambiente de infeccdo informado nas notificacdes de
casos de leptospirose confirmados em humanos no estado do Amazonas, entre 2010 e 2019.

Caracteristica do possivel Numero total %
ambiente de infecgédo

Domiciliar 362 52,84
Trabalho 92 13,43
Lazer 11 1,60
Outro 23 3,35
Né&o informado 197 28,75

Total 685
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Tabela 5 — Porcentagem de esgotamento sanitério e urbanizacéo de vias publicas nos municipios com
casos de infeccdo por leptospirose no estado do Amazonas entre os anos de 2010 e 2019.

Municipios (AM) Numero total de Esgotamento Urbanizagéo de vias
infeccdes por sanitario adequado publicas
leptospirose (%) (%)

Manaus 422 62,4 26,3

Boca do Acre 41 6,0 2,8

Parintins 31 19,3 10,2

Humaita 13 14,9 3,8

Manacapuru 12 23,7 11,9

Iranduba 9 14,7 2,9

Maués 9 27,1 2,2

Tefé 8 30,9 21,1

Itacoatiara 7 19,7 11,9

Coari 6 38,0 21,3

Guajara 6 7,0 31,2

Codajas 5 24,1 2,3

Tabatinga 5 21,6 8,5

Fonte Boa 4 2,0 0,3

Autazes 3 19,1 55

Borba 3 8,0 2,6

Nhamunda 3 16,1 2,8

Pauini 3 23,3 4,6

Rio Preto da Eva 3 9,2 21,9

Alvaraes 2 30,9 8,4

Benjamin Constant 2 12,3 6,6

Careiro 2 14,4 23,1

Careiro da Varzea 2 53 41,7

Labrea 2 18,0 9,4

Manicoré 2 7.9 3

Nova Olinda do 2 13,0 14

Norte

Sao Gabriel da 2 11,0 5,8

Cachoeira

Urucara 2 10,9 10,2

Anori 1 2,0 0,2

Apui 1 9,7 0,7

Barreirinha 1 4,3 47

Boa Vista do 1 29,7 0

Ramos

Eirunepé 1 11,9 1,4

Ipixuna 1 1,2 36,9

Presidente 1 37,4 41

Figueiredo

Santa Isabel do Rio 1 6,3 3,5

Negro

Tapaua 1 17,2 7,8

Total 620
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Nos municipios do Amazonas com varidveis ambientais disponiveis nas estacoes
meteoroldgicas convencionais (Benjamim Constant, Coari, Codajas, Eirunepé, Fonte boa,
Itacoatiara, Labrea, Manaus, Manicoré, Parintins, Sdo Gabriel da Cachoeira e Tefé), a média
mensal da temperatura compensada (°C), a média mensal da precipitacdo total (mm) e a
média mensal da umidade relativa do ar (%) (tabela 6), foram correlacionadas com o nimero
de casos de infeccdo por Leptospira spp. na populacdo humana (figura 3).

A analise dos dados mostrou que nos meses com maior nimero de casos de
leptospirose que foram de janeiro a junho, a temperatura (r= -0,93), precipitacdo (r= 0,79) e
umidade (r= 0,77) se correlacionaram com 0 numero de casos, enquanto nos meses de
fevereiro (r= 0,67) e marco (r= 0,76) houve correlagdo com a precipitacdo e nos meses de
abril e jJunho a umidade se correlacionou com o niumero de casos (tabela 7).

A precipitacdo média nos meses de janeiro, fevereiro e marco foram as maiores
relatadas entre os meses avaliados, assim como foi observado menores temperatura e maiores
umidades. De maio a junho ocorreu reducdo da precipitacdo, porém a temperatura ndo se
alterou e a umidade permaneceu o que favoreceu a maior correlacdo entre a umidade e o
numero de casos de leptospirose (tabela 8).

A andlise de regressdo mostrou que a precipitacdo nos meses de janeiro, fevereiro e
marc¢o foi implicada no aumento dos casos de leptospirose, indicando que o0 aumento de um
milimetro de chuva promove o aumento de 0,034 dos casos de leptospirose no més de janeiro,
0,0380 no més de fevereiro e 0,0431 no més de marco.
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Tabela 6- Médias de varidveis ambientais disponiveis em estacbes meteoroldgicas
convencionais no estado do Amazonas, entre 2010 e 2019.

Meses dos anos - Total dos casos  Média mensal da Média mensal da Média mensal da

Periodo entre mensais de temperatura precipitacdo total umidade relativa
2010 a 2019 infeccdo por compensada (°C) (mm) no periodo do ar (%) no
(periodo de leptospiroses no  no periodo de de estudo periodo de
estudo) periodo de estudo estudo
estudo
Janeiro 42 26,67 323,40 86,27
Fevereiro 55 26,58 318,73 86,54
Marco 48 26,80 338,20 86,64
Abril 52 26,73 317,23 86,98
Maio 58 26,80 254,53 86,63
Junho 45 26,85 150,18 84,39
Julho 25 26,66 112,76 82,85
Agosto 24 27,40 83,28 79,79
Setembro 14 27,83 101,12 79,87
Outubro 21 27,69 161,81 81,60
Novembro 19 27,49 208,32 83,50

Dezembro 27 26,95 280,92 85,62
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Tabela 7- Correlacdo entre o nimero de casos de infeccdo por leptospirose na populacédo
humana e médias de varidveis ambientais disponiveis em estacbes meteoroldgicas
convencionais no estado do Amazonas, entre 2010 e 2019.

Periodo entre 2010  Média mensal da Média mensal da Média mensal da
a 2019 (periodo de temperatura precipitacdo total umidade relativa do
estudo) compensada (°C) no  (mm) no periodo de  ar (%) no periodo
periodo de estudo estudo de estudo
(n (n (n
Janeiro -0,93129 0,79192 0,77291
(p<0.0001) (p=0,0063) (p=0,0088)
Fevereiro -0,59941 0,67281 0,51990
(p=0,0670) (p=0,0330) (p=0.1235)
Marco -0,59887 0,76170 0,33956
(p=0,0673) (p=0,0105) (p=0,3371)
Abril -0,58029 0,25849 -0,67085
(p=0,0786) (p=0,4708) (p=0,0337)
Maio -0,32512 - -0,32512
(p=0,3593) (p=0,3593)
Junho 0,13415 0,07317 -0,67074
(p=0,7118) (p=0,8408) (p=0,0338)
Julho -0,08590 0,23315 0,48470
(p=0,8135) (p=0,5168) (p=0,1557)
Agosto -0,23839 0,37013 0,36385
(p=0,5072) (p=02924) (p=0,3013)
Setembro 0,37370 -0,39992 -0,37370
(p=0,2874) (p=0,2522) (p=0,2874)
Outubro -0,36330 0,26599 0,08434
(p=0,321) (p=0,4576) (p=0,8168)
Novembro -0,62330 -0,07480 0,62330
(p=0,0542) (p=0,8373) (p=0,0542)
Dezembro 0,09786 -0,05505 0,00612

(p=0,7880)

(p=0,8799)

(p=0,9866)
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Tabela 8- Regressdo entre o numero de casos de infeccdo por leptospirose na populacédo
humana e médias de varidveis ambientais disponiveis em estagdes meteoroldgicas
convencionais no estado do Amazonas, entre 2010 e 20109.

Temperatura Precipitacéo Umidade
(R (R (R
Janeiro 0,5447 0,6361 0,5356
Fevereiro - 0,4037 -
Marco - 0,5208 -
Abril - - 0,4389
Maio - - -
Junho - - 0,4803
Julho - - -
Agosto - - -
Setembro - - -
Outubro - - -
Novembro - - -

Dezembro
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Figura 4 — Numero de casos de infeccdo por leptospirose e precipitacdo média no estado do
amazonas, entre 2010 e 2019.
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2.4 Discussao

E fato a existéncia de uma consideravel caréncia mundial de dados epidemioldgicos
acerca da leptospirose, sobretudo em paises com baixo indice de Desenvolvimento Humano
(IDH), justamente as regibes mais afetadas pela enfermidade. Neste contexto, os valores
mundiais s@o estimados, podendo n&o corresponder a representagéo real. Assim, a construcao
e divulgacdo de dados epidemioldgicos é de suma importancia em ambito nacional. Porém,
em um pais continental como o Brasil, esse processo precisa ser construido em colaboracéo
com as unidades federativas estaduais, como propomos nesta tese ao apresentarmos dados da
ultima década para o estado do Amazonas.

O presente levantamento epidemiol6gico demonstrou que o nimero de casos anuais de
leptospirose no estado do Amazonas foi reduzido entre os anos de 2010 e 2019, se comparado
a década anterior (JESUS et al., 2012) ou mesmo as infeccdes de uma capital da Amazonia
Ocidental brasileira (Rio Branco — AC) (DUARTE; GIATTI, 2019). Essa reducdo, muito
provavelmente, é resultado de reduzida testagem, ao se comparar os periodos, visto que as
condicBes favoraveis para transmissdo, especialmente sanitarias, melhoraram nos Gltimos
anos, quando comparadas a década anterior. Mesmo assim, alguns dados sdo alarmantes, por
exemplo, de acordo com ABES (2016), no que se diz respeito a tratamento do esgoto no
periodo de 2012 a 2016, o estado do Amazonas possuia apenas 29% do esgoto tratado em
relacdo a agua consumida. Excluindo Manaus, a situacdo ¢ ainda mais alarmante: sem a
capital, o tratamento de esgoto é zero em quatro municipios que fornecera informacgdes a
ABES. Ainda de acordo com a ABES (2016), em 2016, a coleta de esgoto no Amazonas
contava apenas com cerca de 10% de atendimento. Assim, o reduzido indice de esgotamento
sanitario tem um papel de destaque na ocorréncia de casos de leptospirose no estado do
Amazonas.

Ja que a populacdo sem acesso ao esgotamento sanitario adequado tem maior risco de
adquirir uma infeccdo (JESUS et al., 2012). Ribeiro et al. (2018) demonstraram que no estado
de Roraima (RR), entre os anos de 2005 e 2015, foram notificados apenas 23 casos de
leptospirose. Se pura e simplesmente transpormos essa casuistica sobre condi¢fes sanitarias,
guando comparamos AM com RR, nos trés principais indicadores de saneamento
(abastecimento de agua, coleta de esgoto e tratamento de esgoto), foi identificado que o
estado de Roraima estava em melhores condi¢cdes na época quando comparado ao AM em
nameros absolutos (ABES, 2016), o que pode ser um dos fatores para essa reduzida

casuistica, quando comparada a do AM.
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N&o obstante, a leptospirose é uma doenca sem sintomatologia especifica.
Primeiramente, tem-se um quadro clinico notavelmente diverso e inespecifico.
Diferentemente da maioria das infeccOes bacterianas, a leptospirose ndo causa doenca
fulminante, iniciando o quadro com uma sindrome febril aguda de dificil identificacdo
etiologica, a qual se resolve em uma semana, na maioria dos pacientes (KAAKE; LEVETT,
2015). A auséncia de manifestacGes clinicas caracteristicas dificulta a identificacdo do fator
etiologico, sendo por vezes suspeitada erroneamente como HIV, influenza, febre amarela,
dengue, maléria ou rickettsioses (COSTA et al.,, 2001; JESUS et al., 2012), algumas
endémicas na regiao.

Estima-se mundialmente uma incidéncia anual média de 14,77 casos/100.000
habitantes, sendo as maiores incidéncias na Oceania (150,68 casos/100.000 habitantes),
Sudeste Asiatico (55,4 casos/100.000 habitantes), Caribe (50,68 casos/100.000 habitantes) e
Africa  Subsaariana (25,65 casos/100.000 habitantes) (COSTA et al., 2015). Em se tratando
de Brasil, a leptospirose ocorre em todo o territorio nacional, durante todos os meses do ano.
Flores et al. (2020) estimaram que a incidéncia anual de casos seja de 1,02/100 mil habitantes
no periodo de 2007 a 2016. Outro estudo, desenvolvido especificamente na regido Norte do
Brasil, demonstrou uma incidéncia anual de 1,71 casos/100 mil habitantes (CALADO et al.,
2017). Contudo, o periodo chuvoso de cada regido, favorece a ocorréncia de surtos e aumento
no namero de casos (FLORES et al., 2020), visto que as inunda¢des constituem o maior fator
de risco para a ocorréncia de surtos de leptospirose (CASTRO, 2010; COSTA et al., 2001,
JESUS et al., 2012; DUARTE; GIATTI, 2019).

Durante os anos entre 2010 e 2019, o maior nimero total de casos ocorreu nos meses
de maio (n=58), fevereiro (n=55) e abril (n=52), periodo da estacdo chuvosa da regido.
Corroboram com nossos resultados outros estudos também realizados na regido amazonica e
que demonstrara que a incidéncia média mensal de leptospirose aumentou nos meses
correspondentes a estacdo chuvosa na regido (outubro-abril) (JESUS et al., 2012; DUARTE;
GIATTI, 2019). Em nosso periodo de estudo, a umidade teve maior importancia nos meses de
abril e junho, meses com menores taxas de precipitacdo, mas com temperatura e umidade
elevados, favorecem o aparecimento de novas infecgdes. A umidade e o calor s& o0s
elementos mais importantes que aumentam a sobrevida da Leptospira spp.,
permitindo que ela resista de semanas a meses apos ser excretada (MWACHUI et al. 2015).
No entanto, ndo podemos desconsiderar a influéncia do aumento da pluviosidade, visto que
no Brasil, para cada milimetro a mais de chuva diaria, houve um aumento correspondente
a 0,55% no namero de casos diagnosticados de leptospirose no mesmo periodo (KUPEK et
al., 2000).
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A maior parte da populagéo brasileira vive em regides marcadas por estagdes chuvosas
semelhante a de paises vizinhos, especialmente os estados da regido Norte. Todavia, o Brasil
apresentou incidéncia registrada 7,9 vezes menor do que estes paises (COSTA et al., 2015).
Somam-se os fatores geogréficos ao nivel socioeconémico, também semelhante, pode-se
sugerir, entdo, que o pais apresenta severa subnotificacdo dos casos de leptospirose.

No estado do Amazonas, durante o periodo de estudo (2010 a 2019), o maior numero
de infecgdes por leptospirose foi oriundos de area urbana. No Brasil, de 2001 a 2003, do total
de 3.747 casos confirmados laboratorialmente, 2.687 (72,0%) ocorreram em area urbana
(ARSKY et al., 2005). A predominancia da leptospirose em area urbana pode ser um dos
motivos pelos quais poucos estudos foram conduzidos em éarea rural, ou pela densidade
populacional ser muito maior na area urbana do AM, o que ressalta a crescente importancia da
urbanizacdo na incidéncia da leptospirose, quando associada aos baixos niveis
socioeconémicos (PELISSARI, 2011). Neste sentido, precisa-se considerar a forma como se
deu a urbanizacdo da Amazodnia Brasileira e seu papel na geracdo de condi¢bes favoraveis a
transmissdo da doenca (WILLIANS, 1999; BARCELLOOS; SABROZA, 2001).

O aumento da migracdo do meio rural para o urbano, nas ultimas décadas, acarretou
um processo de urbanizacdo sem o devido planejamento, um aumento das ocupacOes
populacionais em torno dos rios e igarapés, em aglomerados subnormais, com infraestrutura e
saneamento precarios, e, cComo consequéncia, a instalacdo de um quadro de vulnerabilidade,
reflexo da dimenséo socioeconémica da leptospirose (FREITAS; GIATTI, 2009; GUERRA,
2013). Somando-se essa informacdo aos nossos dados, pode-se afirmar que a infeccdo pela
leptospira foi mais frequente no ambiente domiciliar no estado do Amazonas, sendo, portanto,
0 ambiente domiciliar um determinante importante da transmissdo, € uma consequéncia,
provavelmente, das precarias condi¢cdes ambientais existentes no domicilio e peridomicilio,
que, aliadas a altas infestacGes de roedores, favorecem o risco de exposi¢do humana
(PELISSARI, 2011).

Em area rural, ndo se evidenciou associa¢do dos casos com o aumento das chuvas e
sim com as atividades desempenhadas, como, por exemplo, plantacdo de arroz e lavoura
irrigada. Os resultados sugeriram a existéncia de caracteristicas ambientais favoraveis a
transmissao da leptospirose em locais de proliferacdo de roedores sinantropicos e de producao
agricola intensiva (PELISSARI, 2011). O que justifica a pequena porcentagem de infeccdo na
area rural do Amazonas, ja que esses sistemas de producdo ndo sdo comuns na regido. Devido
as dificuldades de acesso e mesmo de atendimento médico as populagBes das areas rurais,
pode-se pressupor que ocorram casos de subnotificacdo também nesse meio, colaborando para
esses menores indices.
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Para o controle da leptospirose, sdo necessarias medidas ligadas ao meio ambiente,
tais como obras de saneamento bésico (abastecimento de agua, lixo e esgoto), melhorias nas
habitacdes humanas e o combate aos ratos. O saneamento, de uma maneira geral, ¢ um
conjunto de medidas que visam a preservacdo do ambiente, a prevencdo de doengas, a
promoc¢do da satde e a melhoria da qualidade de vida da populagdo (GONDIM et al., 2009).
Vasconcelos et al. (2012) relacionam a leptospirose a méas condi¢fes socioecondmicas e
precérias infraestruturas e servigos, que se tornam ainda mais debilitados em situacbes de
emergéncia causadas por chuvas intensas, portanto, saneamento béasico esta estritamente
ligado a altos ou baixos indices de infeccdo por Leptospira spp. Nos paises em
desenvolvimento, como ¢ o caso do Brasil, o processo de urbanizacdo geralmente ocorre de
forma desordenada, submetendo as populacdes menos favorecidas a aglomeracdes intensas,
saneamento basico inadequado, habitagcdes precarias e agressdo ao meio ambiente. Estas
condicdes acabam favorecendo a proliferacdo e disseminacdo de agentes transmissores de
doencas, bem como de seus vetores (LUNA, 2002). Em se tratando de vetores, os mais
comuns sdo o0s roedores sinantrépicos, por isso 0 combate a estes € uma medida primordial
para reducdo na casuistica. Porém, ndo podemos esquecer dos animais domesticos. Alguns
destes recebem vacinas, mas a vacinagdo de animais domésticos (cdes, bovinos, suinos e
equinos) evita que adoegam, mas ndo que se infectem e transmitam o agente. Desta forma, é
preciso que se apliguem medidas conjuntas e complementares, melhorando as condicdes
sanitarias da populag&o e reduzindo a chance de transmisséo por vetores.
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2.5 Conclusao

Baseando-se nos resultados constatados pelo presente estudo, conclui-se que houve
uma notificacdo regular e constante no periodo de 2010-2019 no estado do Amazonas, sendo
que as maiores casuisticas relacionadas a infeccdo por Leptospirose spp. foram residentes na
capital, ou seja, um padrdo urbano. Observaram-se influéncias climaticas (chuva, calor e
umidade) e sanitarias sobre o aumento dos casos, mas baseado na especificidade da doenca e
dados de paises vizinhos existe na uma possivel subnotificacdo da doenca no estado do
Amazonas. Ademais, percebe-se no estado do Amazonas a mesma caréncia de informacdes
epidemioldgicas mais precisas 0 que compromete o estudo da leptospirose. Fazem-se
necessarios, portanto, maiores esforcos no sentido de melhorar a coleta e disponibilizacao de
dados, bem como melhorar os indices de diagndéstico definitivo.
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3. CAPITULO Il - LEPTOSPIROSE EM EQUINOS: REVISAO DE LITERATURA
Resumo

A leptospirose é uma zoonose com distribuicdo mundial que pode acometer mamiferos
domésticos e selvagens, no Brasil a sua ocorréncia é relatada em diversos estados brasileiros.
As infecgdes de animais ou humanos ocorrem pelo contato direto com a urina dos animais. A
infeccdo em equinos tem sido comumente relatada, tem ocorréncia distribuicdo mundial, e
potencial zoonotico. Dessa forma, o objetivo dessa revisdo € descrever 0s principais aspectos
relacionados a leptospirose equina: aspectos epidemioldgicos, patogenia, aspectos clinicos,
diagnostico, controle e profilaxia. A enfermidade tem caréater infeccioso que pode acometer
equinos de qualquer idade, ou sexo, e possibilidade de grandes prejuizos econdmicos, devido
reducdo da performance de cavalos atletas, alteracdes clinicas como anemia, uveite, ictericia,
alteracdes hepaticas e renais, abortos e natimortos. O diagnostico de leptospirose baseia-se
nos achados clinicos e exames laboratoriais como a soroaglutinacdo. A antibioticoterapia €
utilizada no tratamento e o controle é realizado através de manejo adequado, com a
identificacdo dos fatores de risco, garantia de boas condigdes higiénicas ambientais e
vacinacao.

Palavras-chave: Zoonose. Cavalos. Diagnostico. Controle.
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3.1 Introducgéo

A leptospirose em humanos é sempre adquirida de origem animal. A transmisséo entre
humanos ndo ocorre, dessa forma a doenga é globalmente conhecida como uma zoonose. As
leptospiras patogénicas se localizam, na fase de leptospidria, nos tibulos renais proximais dos
portadores, embora outros tecidos e 6rgaos também possam servir como fonte de infeccdo. As
leptospiras sdo excretadas na urina e podem contaminar o solo, as guas superficiais, corregos
e rios. As infeccdes de animais ou humanos ocorrem pelo contato direto com a urina ou
indiretamente por agua contaminada. Os portadores podem ser animais selvagens ou
domesticos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; NETA et al., 2016).

Dentro do grupo de animais, a infeccdo em equinos tem sido comumente relatada,
sendo a leptospirose equina considerada como uma doenca de distribuicdo mundial, com
potencial zoondtico. A enfermidade é uma infeccdo bacteriana aguda causados por
espiroquetas patogénicas pertencentes ao género Leptospira (BOOGS; DONECKER, 2015).

Os dados disponiveis sobre a infec¢do por Leptospira spp. em equinos no Brasil, em
sua maioria sdo provenientes de levantamentos epidemioldgicos e vem, ao longo dos anos,
contribuindo para a construcdo de um mapa de distribuicdo da doenca no territorio nacional.
Neste sentido, o Instituto Adolfo Lutz pode ser considerado pioneiro, visto que realizou o
primeiro inquérito soroldgico com relato de infeccdo por Leptospira spp. em equinos no pais,
na década de 1950, especificamente no periodo entre 1953 e 1955. Nesse inquérito foi
constatado que 20 equinos dos municipios de Sdo Paulo e Jundiai foram sororreagentes para
os sorovares Australis, Sejroe, Grippotyphosa, Canicola e Icterohaemorrhagiae (CORREA et
al., 1955).

Posteriormente, um grande ndmero de outros estudos epidemioldgicos foram
publicados, por exemplo, entre 0s anos de 1984 e 1997 foi publicado um estudo retrospectivo,
com um importante quantitativo (15.558 amostras) de amostras e espécies testadas (bubalinos,
ovinos, caprinos, suinos, equinos e cdes), avaliando-se a resposta soroldgica a de 24 sorovares
de Leptospira spp. em animais das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Como resultado,
observou-se que as medias de proporcdes de animais positivos para pelo menos um sorovar de
Leptospira spp., de acordo com a espécie animal, ocorreu em valores crescentes (ovinos
(0,70%), caprinos (5,61%), suinos (14,90%), cdes (22,84%) equinos (27,94%) e bubalinos
(43,70%)), demonstrando a presenca da infec¢do em diversas espécies de animais domésticos
(FAVERO et al., 2002).

Os sinais clinicos associados a leptospirose em equinos sdo inespecificos, dessa forma,

é possivel que a doenca ocorra com maior frequéncia do que realmente é diagnosticada nessa
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espécie. Esses animais podem ter um papel importante na transmissdo da leptospirose pela
eliminacdo do agente no ambiente. Mesmo com uma alta concentragdo de anticorpos no
hospedeiro, a Leptospira spp. pode sobreviver e se multiplicar, sendo eliminada na urina pela
espécie por pelo menos 30 dias pds-inoculagdo ou por até 2-3 meses (HAMOND et al., 2013).

Neste sentido, a avaliacdo epidemioldgica da leptospirose através de estudos
soroldgicos em equinos reforcam a concepgdo da analise conjunta da avaliacdo sanitaria
animal e do espaco como importante ferramenta na investigacdo epidemioldgica de
enfermidades e sd@o de suma importancia para se estabelecer um panorama da situacdo dos
rebanhos nacionais, auxiliando na tomada de decisdes estratégicas visando a manutencao da
sanidade animal, sem esquecer da prevencdo da transmissdo dessa importante zoonose aos
humanos em contato com esses animais.
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3.2. Leptospirose em equinos

3.2.1 Etiologia

A leptospirose € uma zoonose causada por espiroquetas do género Leptospira spp. A
classificagao sorologica das leptospiras relacionados a reagdes sorologicas especificas que
fornecem os sorogrupos e sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas (QUINN et al.,
1994). Estima-se a existéncia de aproximadamente 300 sorovares de L. interrogans divididas
em 25 sorogrupos (AHMED et al., 2006). Outra classificacdo foi desenvolvida baseada na
técnica molecular de hibridizacao de DNA-DNA. A partir desta foram determinadas vinte
espécies entre leptospiras patogénicas e nao-patogénicas (BHARTI et al., 2003). A
classificagao baseada no genoma permitiu demonstrar a variabilidade genética deste género e
possui valor taxonémico a despeito da anterior. No entanto, a classificagado molecular é
problematica para o microbiologista clinico, uma vez que ¢ incompativel com o sistema de
sorogrupos utilizados por muitos anos pelos clinicos e epidemiologistas (LEVETT, 2001).
Dessa forma, nos laboratorios de diagnostico e na rotina clinica a identificacdo das leptospiras
pelo método mais antigo, identificacdo do sorogrupo/ sorovar continua em uso (BOOGS;
DONECKER, 2015).

Diferentes titulos de sorovares ja foram relatados em equinos, destacando-se o
Bratislava e o sorogrupo Icterohaemorrhagiae, responsavel pela maior parte das infeccGes em
areas tropicais urbanas em todo o mundo (HAMOND et al., 2013).

3.2.2 Aspectos epidemioldgicos

Os estudos epidemioldgicos realizados nos equinos sdo baseados em relatos de
ocorréncia e sorologia em regides com alta incidéncia, com resultados distintos, além da
grande variabilidade nos sorovares identificadas (KHURANA et al., 2016). Pesquisas
realizadas na Gltima década no Brasil demonstram grande variagdo na soroprevaléncia da
leptospirose em equinos. A prevaléncia no pais, por regifes, varia entre 79,3 e 100% (Norte);
60 e 87,1% (Sul); 45 e 74,1% (Centro Oeste); 17,9 e 71,9% (Sudeste) e 8 e 62,5% (Nordeste)
(RIBEIRO et al., 2018).

Na década de 90, soros de 922 equinos aparentemente saudaveis destinados a
producdo de soros terapéuticos em uma fazenda do Instituto Butantd em S&o Roque, Estado
de S&o Paulo. Brasil, foram examinados para deteccdo de anticorpos para sorovares de
Leptospira teste de aglutinagdo microscopica. Titulos de anticorpos significativos foram
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encontrados em 807 soros (87,52%). As reag0es mais comuns entre 0S SOros positivos
ocorreram a antigenos do sorogrupo Icterohaemorrhagiae (84%) (ROMERO et al., 1994).

Em analise soroldgica realizada com equinos no Rio Grande do Sul em 2003, foi
detectado que em 1169 amostras analisadas, 871 (74,51%) foram reagentes aos sorovares
testados. O sorovar de maior prevaléncia foi L. bratislava (19, 92%), seguido de L.
copenhageni (15,06%), respectivamente (PIRES NETO et al., 2005)

Soros de equinos com sintomas clinicos para a leptospirose foram testados no estado
da Bahia. Em um total de 106 amostras de soro provenientes de uma propriedade do
municipio de Itagiba no estado da Bahia, obteve-se 23% de soropositividade. Os sorovares
mais frequentes na ordem decrescente foram Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Wolffi,
Castellonis, Autumnalis e Hardjo (GOMES et al., 2007).

No estado de Pernambuco um inquérito epidemioldgico realizado determinou a
ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira e os fatores de risco associados a leptospirose em
equinos. Foram examinados 100 soros pela prova de SAM, testando 24 sorovares de
Leptospira spp. como antigeno, 28 (28%) das amostras foram reagentes. Os sorovares mais
frequentes foram Patoc (35,71%), Butembo (32,14%) e Sentot (14,30%). O trabalho ainda
recomenda o controle de roedores em depositos de ragdo e no ambiente (ALVES et al., 2016).

Estudo realizado na Amazonia brasileira investigou os fatores de risco associados
leptospirose em equinos. A Soroprevaléncia encontrada foi de 32,7% e 0 sorogrupo mais
prevalente foi o Sejroe (5,9%). A sororreatividade foi associada a idade, sexo, atividade
(trabalho, lazer ou ambos), suplementagdo alimentar, acimulo de lixo e presenca de felinos. O
estudo também concluiu que a epidemiologia da leptospirose permanece pouco compreendida
na Amazbnia, principalmente nas atividades relacionadas a pecuaria, afirmando a
necessitando de mais estudos para melhorar medidas de controle e prevencdo (RIBEIRO et
al., 2018)

Um estudo realizado no Rio de Janeiro trouxe dados importantes, visto que foi
realizado em cima de condic¢des consideradas extremamente favoraveis para a transmissao da
leptospirose: em uma propriedade na area urbana que apds uma forte tempestade, as
instalacbes dos animais permaneceram alagadas por 72h. Nesta propriedade estavam 276
cavalos puro-sangue, com idade entre 2 e 5 anos. Nas amostras coletadas 20 dias apds a
tempestade, 132 (47,8%) cavalos foram sororreativos, sendo Copenhageni o sorovar mais
frequente (88,8% dos titulos reativos). O mesmo trabalho ainda sugere o importante papel que
esses animais podem desempenhar na transmissdo da leptospirose em areas urbanas
(HAMOND et al., 2013).
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Estudos soroldgicos internacionais em propriedades com histérico de aborto em éguas
com leptospirose demonstraram soropositividade de 76% para Bratislava, 49% para
Icterohaemorrhagiae, 20% para Grippotyphosa, 16% para Pomona tipo kennewicki, 16% para
Hardjo e 1% para Canicola. Nos EUA 80% dos abortos em éguas sdo causados por
Leptospira interrogans sorovar Pomona tipo kennewicki (LK) e 10% por sorovar
Grippotyphosa (ARTIUSHIN et al., 2012).

Na América do Norte inquéritos soroldgicos realizados nos anos de 2012 e 2014
revelou soroprevaléncia de 45% em diferentes regides do Canada, e 75% de 5.261 amostras
foram positivas para pelo menos um sorovar leptospiral (BOOGS; DONECKER, 2015).

3.2.3 Patogenia

A fonte de contagio é um animal infectado que contamina o pasto, a agua e 0S
alimentos com urina, secre¢fes uterinas e fetos abortados. Uma vez no ambiente, as
leptospiras podem sobreviver por varias semanas em condicdes favoraveis, que é um
ambiente preferencialmente imido. A porta usual de entrada da bactéria € pela penetracdo em
membrana mucosa e pele, mas ocasionalmente pode ocorrer também via inalacéo e ingestéo,
sendo que o resultado da exposicdo dependera da dose, viruléncia e susceptibilidade do
hospedeiro (MEGID et al., 2016).

A umidade presente no solo é o fator mais importante para a permanéncia e
persisténcia do agente no solo, o qual pode viver até 183 dias em solo imido, mas sobrevive
apenas 30 minutos quando este esta seco. Em solo em condicdes médias a sobrevivéncia
provavel do organismo é de no minimo 42 dias. Além da sobrevivéncia no solo, ela sobrevive
também na agua, sendo que a sobrevida é maior em agua parada do que em &gua corrente.
Mesmo assim existem relatos de sobrevivéncia do agente com &gua corrente por 15 dias. Em
virtude da importancia da agua como meio de disseminacdo da infeccdo haverd maior
probabilidade de ocorrerem novos casos em estacdes Umidas e areas planas, principalmente
quando a contaminagdo e a suscetibilidade forem elevadas. Destacam-se as areas em que
existem pastos muito irrigados, ou onde os indices pluviométricos sdo elevados, campos
pantanosos, pastos com agua represada e superficie facilmente contaminavel (RADOSTITS et
al., 2007; MEGID et al., 2016).

Eguas com historico de aborto, podem eliminar leptospiras na urina por de até 3
meses, com risco de transmisséo da doenca para animais que tenham contato com esse
material biolégico, além de representar um potencial risco zoonético para humanos. Eguas
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que abortam devido a leptospirose ainda podem desenvolver uveite apés semanas até meses
apos o aborto (BOOGS; DONECKER, 2015).

3.2.4 Aspectos clinicos

Nas regifes endémicas, infeccbes em equinos podem ocorrer de forma aguda ou
inaparente, ja infeccdo é mais frequente do que a doenca clinica. A leptospirose tem sério
impacto negativo na equinocultura, incluindo grandes perdas econémicas devido a abortos.
Manifestacdes clinicas da infec¢do incluem disfuncdo renal, disfuncdo hepéatica e uveite
recorrente, que € considerada a maior causa mundial de perda de visdo em equinos
(ARTIUSHIN et al., 2012; HAMOND et al., 2012; POLLE et al., 2014).

Os sinais clinicos mais visiveis da leptospirose em equinos sdo: febre moderada
acompanhada de anorexia e letargia, comuns na forma leve da doenca. Nos casos mais graves,
depressdo, expansdo da conjuntiva, aparecimento de petéquias nas mucosas, hemoglobindria,
anemia, ictericia, em periodos de 5 a 18 dias (RADOSTITS et al., 2007; SMITH, 2014;
KHURANA et al., 2016).

De 2 a 8 meses depois do inicio da infeccdo, alguns equinos podem desenvolver
oftalmia periddica, inflamag&o da iris, uveite e cegueira noturna. A uveite recorrente (oftalmia
periddica) tem sido reconhecida como uma sequela da leptospirose tanto em pacientes
equinos como em pacientes humanos. Em equinos a uveite tem sido descrita ap6s a infecgédo
natural e experimental. Esta condi¢do pode ocorrer meses ou anos apos a infeccdo, embora
alguns casos possam ser agudos. Os sinais da uveite recorrente incluem miose,
blefaroespasmo, fotofobia e ocasionalmente ceratite. Cronicamente podem existir corioretinite
e alteracdo da cor da iris (RADOSTITS et al., 2007; SMITH, 2014; MEGID et al., 2016).

A leptospirose ainda pode causar placentite, abortos e natimortos em éguas gestantes.
Neonatos infectados no Gtero podem apresentar severos sinais clinicos com risco de o6bito
(RADOSTITS et al., 2007; KHURANA et al., 2016).

Insuficiéncia renal pode ocorrer com a doenca, sendo mais comum em potros, quando
comparados com cavalos idosos. Os rins se tornam edemaciados devido a nefrite
tubulointersticial, e a urina pode apresentar pidria sem bacterias visiveis (KHURANA et al.,
2016).

A leptospirose pode ainda ter efeito no desempenho atlético de cavalos, mesmo
quando subclinica. Em estudo com cavalos de corrida, aqueles com desempenho abaixo do
padrdo (89,5%) foram sororeativos com titulos altos, em contraste com 35% de
sororeatividade em cavalos com bom desempenho atlético. A sororreatividade a leptospirose
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foi observada com maior frequéncia em cavalos com desempenho atlético abaixo do padréo,
em contraste com aqueles com bom desempenho (HAMOND et al., 2012).

A avaliacdo laboratorial pode revelar leucocitose, hiperfibrinogenemia, azotemia e
isostendria (RADOSTITS et al., 2007). Provas bioguimicas devem ser utilizadas para o
diagndstico de alteracOes renais e hepaticas induzidas pela leptospirose (PESCADOR et al.,
2004).

3.2.5 Diagnostico

A leptospirose em cavalos, diferentemente de outras espécies domésticas, €
diagnosticada de forma ocasional como causa de doenca sistémica nesses animais (BOOGS;
DONECKER, 2015).

O diagndstico da infeccdo por Leptospira spp. nos seres humanos e outros animais, é
realizado por métodos laboratoriais diretos e indiretos. Os métodos diretos de diagndstico da
leptospirose sdo compostos pelo isolamento do agente e identificacdo de antigenos de
Leptospira spp. em tecidos e fluidos corporais usando como métodos de identificacdo a
imunofluorescéncia, imunohistoquimica e varios métodos de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). J4, os métodos indiretos sdo baseados na detecgdo de anticorpos especificos, com
discriminacdo de sorovares. Dentre as principais técnicas indiretas, podemos destacar 0 ensaio
de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), imunofluorescéncia indireta e testes de aglutinacdo,
como por exemplo, o teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM). A Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE) utiliza como referéncia internacional o SAM, cuja metodologia se
encontra descrita no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (OIE,
2014).

O teste de soroaglutinacdo microscopica € o mais frequentemente método usado de
diagnostico de leptospirose em cavalos, assim como em outras espécies, incluindo bovinos e
cdes. Com o SAM, as diluicdes do soro sdo incubadas com suspensdes de sorovares
leptospirais e sdo entdo examinados na microscopia de campo escuro. Devido as dificuldades
associadas ao diagndstico dos sinais clinicos associada a leptospira, a confirmacdo pode exigir
sorologia, cultura e PCR de fluidos bioldgicos aquoso (ADLER; MOCTEZUMA, 2010;
BOOGS; DONECKER, 2015).

Embora gram-negativas citoquimicamente, estas ndo se coram bem com corantes
bacteriolégicos convencionais e em geral sdo visualizadas usando-se microscopio de campo
escuro. Técnicas de impregnacdo pela prata e técnicas imunoldgicas podem ser usadas para
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demonstrar leptospiras nos tecidos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; BOOGS; DONECKER,
2015).

3.2.6 Controle e profilaxia

A identificacdo dos sorovares envolvidos nas reacdes positivas de aglutinagéo
determina as acOes de profilaxia e o controle da leptospirose em equinos que poderdo indicar
a origem e 0s potenciais reservatorios dos sorovares e, portanto, as acdes indicadas para a
reducdo da contaminacdo ambiental e da exposicdo de equinos aos fatores associados a
infeccdo por Leptospira spp. (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; PINNA, 2011).

A profilaxia e o controle da leptospirose em equinos dependem, principalmente, da
identificacdo dos sorovares que acometem os equinos na propriedade (PINNA, 2011). Apéds a
identificacdo destes sorovares deve-se determinar se a infeccdo € incidental ou de
manutencdo. Em caso de infec¢gdes que sdo incidentais deve-se identificar de que forma o
rebanho esta sendo exposto aos reservatdrios naturais destas variedades, € valido ressaltar que
somente por meio de medidas de higiene da criacdo pode-se controlar a leptospirose no
plantel. J& quando a infeccdo é mantida pelos equinos, pode-se basear o controle na
progressiva identificacéo, tratamento dos portadores e seguir um protocolo de vacinacdo para
os animais (FAINE et al., 2000; PINNA, 2011).

Quanto ao tratamento de leptospirose equina os farmacos comumente utilizados sdo
estreptomicina e penicilina. As tetraciclinas sdo usadas como uma alternativa. A dose de
penicilina esta relacionada ao titulo de anticorpos leptospirais (POLLE et al., 2014; BOOGS;
DONECKER, 2015; NETA et al., 2016).

A realizacdo do tratamento adequado é fundamental, visto que a leptospirose pode
prejudicar o desempenho em cavalos de corrida. A que a antibioticoterapia especifica pode
melhorar o desempenho atlético dos animais afetados (HAMOND et al., 2012). Além disso, o
controle da infeccdo depende do tratamento com antibidticos, e das praticas de manejo
baseadas na identificacdo de animais soropositivos, na deteccdo de leptospira em urina e
outros fluidos corporais (ARTIUSHIN et al., 2012).

A prevencédo da infeccdo pode ser feita por meio da vacinacdo. As vacinas devem
consequentemente conter 0s mesmos sorovares presentes nas populagées a serem imunizadas,
dai a importéncia da realizacdo de levantamentos sorol6gicos com o intuito de se conhecer a
prevaléncia dos sorovares em determinadas espécies animais e regido (LEVETT, 2001).

As vacinas atualmente disponiveis consistem em bacterinas de células inteiras mortas,

amplamente utilizadas em animais, com poucos estudos em humanos. Atualmente, trabalhos
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com antigenos de proteina recombinante mostra-se promissores para o desenvolvimento de
vacinas baseadas em antigenos especificos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

O controle de roedores, quarentena, exame constando soronegatividade, esquemas de
vacinacdo eficiente, técnicas de drenagem e canalizacdo de cursos de &gua sdo medidas
eficientes para evitar a disseminagdo da infeccdo por Leptospira spp. em um haras. Assim
como, a destinacdo correta de esgotos, excretas, restos placentarios e de abortamento,
higienizacdo de benfeitorias e de equipamentos zootécnicos auxiliam no controle e prevencdo
da leptospirose (NETA et al., 2016).
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3.3 Consideragdes finais

A leptospirose em equinos trata-se de uma enfermidade subdiagnosticada a nivel
mundial, ja que a doenca pode ocorrer de forma inaparente, mas com queda no desempenho
atlético dos animais de esporte, além de significativas perdas econémicas como abortos
tardios ou natimortos, cegueira apds uveites recorrentes. Além dos custos com diagndstico e
tratamento recomendado.

Dessa forma, recomenda-se a implantacdo de medidas de controle e profilaxia, como
identificacdo dos fatores de risco, realizagdo de sorologias e identificacdo dos sorvares
envolvidos nas infeccdes de forma periddica, tratamento dos animais infectados, mesmo que
assintomaticos, e vacinacao, de acordo com os sorovares identificados nas propriedades.
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4. CAPITULO IlIl - FREQUENCIA DE LEPTOSPIROSE EM EQUINOS DE
MANAUS E REGIAO METROPOLITANA NO ESTADO DO AMAZONAS, BRASIL!

Resumo

A ocorréncia de leptospirose é significativamente maior no clima tropical do que nas regides
temperadas, especialmente em periodos com altos niveis de chuva. Em cavalos, a leptospirose
pode variar de subclinica a assintomatica, mas estes animais podem desempenhar um papel
importante na transmissdo da leptospirose por meio da eliminacao do agente no ambiente. Em
relacdo aos cavalos, entre 0s anos de 2004 e 2013, o rebanho Amazdnico aumentou 30%.
Assim, o objetivo do estudo foi determinar a prevaléncia sorologica de leptospirose em
cavalos em Manaus e regido metropolitana, estado do Amazonas, Brasil, bem como,
determinar os principais sorogrupos envolvidos nas infeccdes desses animais. Para este
propdsito, entre agosto de 2018 e julho de 2019, foram colhidos soros de 198 cavalos para
serem avaliados sorologicamente com o teste de microaglutinacdo microscopica, utilizando-se
um painel de dez sorogrupos. Como resultado, observou-se que 92 cavalos (44,46%) foram
positivos para um ou mais sorovares de Leptospira, com maior prevaléncia dos sorogrupos
Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes. Portanto, com o aumento do rebanho equino na regiéo e,
consequentemente, maior interacdo entre criadores e animais, a identificacdo de animais
reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. alerta para a possivel existéncia de
reservatorios de cepas patogénicas para outros animais e seres humanos.

Palavras-chave: Amazonas. Regido metropolitana. Epidemiologia. Equino. Leptospira.

1 Artigo completo publicado (APENDICE): SOUSA, I. K. F.; SILVA, R. L. C.; SOUSA, R. S.; VIEIRA, C. E.;
MELO, S.; QUEVEDO, G. P.; VON LAER, A. E.; LOVATO, L. T.; TONIN, A. A. Frequency of leptospirosis
in horses in Manaus and metropolitan region in Amazonas State, Brazil. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, v. 57, n. 4, p. 1-7, 2020.
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4.1 Introducgéo

Entre os anos de 2004 e 2013, o rebanho de cavalos no Estado do Amazonas aumentou
30%, resultando em um rebanho de 15.479 equinos no final da década. No mesmo periodo, 0
crescimento ocorreu em todos os estados da regido Norte do Brasil, com taxas entre 0,57% no
Para e 98% no Acre, respectivamente. No entanto, essa taxa difere nos estados que possuem
criacdo de equinos, como Minas Gerais, Bahia e Sdo Paulo, onde, no mesmo periodo, houve
diminuicdo no namero efetivo de animais em seus rebanhos (BRASIL, 2016).

A ocorréncia de leptospirose € significativamente maior no clima tropical (tais como o
Amazonas), do que em regibes temperadas, principalmente devido a maior sobrevida de
leptospiras em um ambiente quente e imido, com elevado niveis de chuva e solo neutro ou
ligeiramente alcalino. Estas caracteristicas podem resultar em surtos epidémicos devido a
maior exposicdo a dgua contaminada com urina ou tecidos de animais infectados (LEVETT,
2001). Em cavalos, a leptospirose pode ser subclinica ou assintomatica, os sinais clinicos que
podem ser observados sdo: febre, anorexia, ictericia, uveite, abortos ou nascimentos
prematuros (HONG et al., 1993; HUNTER; HERR, 1994; TIMONEY et al., 2011; YAN et
al., 2010). Além disso, cavalos podem ter um papel importante na transmissdo de leptospirose
por eliminar o agente no ambiente. Mesmo com uma alta concentragdo de anticorpos no
hospedeiro, a Leptospira spp. Pode sobreviver e se multiplicar nos tabulos renais, sendo
eliminada na urina da espécie por pelo menos 30 dias apds a inoculacdo ou mesmo por 2-3
meses (HAMOND et al., 2013). A presenca de espécies de animais suscetiveis em regides
com condicBGes ambientais favordveis para leptospirose justifica a necessidade de estudos de
soroprevaléncia em humanos e populagdes animais (JESUS et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Além disso, houve um aumento no nimero de cavalos vivendo em &reas urbanas de
Manaus e regido metropolitana, animais que estdo sendo usados para atividades de lazer,
trabalho e esportes. Como consequéncia, o contato frequente entre as pessoas e animais, seja
no manuseio, treinamento ou em sessGes de terapia de equitacdo, aumenta-se 0 risco de
exposicdo e contaminacdo de humanos e outros animais suscetiveis. Nesse contexto, é
essencial conhecer a ocorréncia de doencas infecciosas, como a leptospirose, que causa um
impacto econdmico negativo nos sistemas de producdo de equinos, como perdas reprodutivas,
e risco a saude publica, devido ao seu cardter zoonoOtico. Assim, a presente investigacdo
buscou avaliar a frequéncia soroldgica da leptospirose em cavalos em Manaus e regido
metropolitana, no Estado do Amazonas, Brasil, bem como determinar os principais
sorogrupos envolvidos nas infec¢des desses animais.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Amostragem

O estudo foi realizado em 17 propriedades de equinos localizadas em Manaus, capital
do estado do Amazonas, e sua regido metropolitana, pertencente a regido Norte do Brasil. A
modelagem estatistica para amostragem foi realizada de acordo com Miot (2011),
considerando prevaléncia de 50%, com nivel de confianca de 95%. N&o houve predominio de
raca, sexo ou idade. Todos os animais eram garanh@es, criados em um sistema misto (no
campo durante o dia e alojado a noite). Para ter uma cobertura mais ampla e amostragem
representativa da localizacdo optou-se por ndo selecionar raca, sexo ou idade média.

Durante os meses de agosto de 2018 a julho de 2019, foram coletadas amostras de
sangue de 198 cavalos por venopuncdo da jugular externa em tubos vacutainer. Nenhum dos
animais foi vacinado contra a leptospirose. Para as analises hematoldgicas, as amostras foram
coletadas em tubos contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), resfriados a 4 °C, a
analise foi realizada em um periodo maximo de 12 horas apds a coleta. Para separacdo do
soro, as amostras de sangue (em tubos de ensaio sem anticoagulante) foram centrifugadas em
1.000 g x 15 min, seguido por aliquotacdo individual em microtubos e congelados a -20 °C
para realizacdo da sorologia subsequente.

4.2.2 Ensaio soroldgico

O diagnéstico soroldgico da leptospirose foi realizado no Laboratério Pesquisa e
Diagndstico de leptospirose na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As amostras de
soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira a partir do teste de aglutinagédo
microscopica (MAT) (COLE et al., 1973; GALTON et al., 1965), usando antigenos vivos
cultivados em meio liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) livres de
contaminagdo ou auto-aglutinacdo, como recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(2012). Um painel completo de dez sorogrupos (incluindo 13 sorovares de referéncia) foram
usados como antigenos de teste: sorogrupo Sejroe (sorovares Hardjo [subtipo Hardjo-prajitno]
e Wolffi), sorogrupo Grippotyphosa (sorovar Grippotyphosa), sorogrupo Canicola (sorovar
Canicola), sorogrupo Icterohaemorrhagiae (sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni),
sorogrupo Australis (sorovares Australis e Bratislava), sorogrupo Pomona (sorovar Pomona) e
sorogrupo Autumnalis (sorovar Butembo), sorogrupo Pyrogenes (sorovar Pyrogenes),

sorogrupo Ballum (sorovar Ballum) e sorogrupo Tarassovi (sorovar Tarassovi).
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As amostras de soro diluidas foram adicionadas em série as suspensfes vivas de
leptospiras, 13 sorovares, em placa de microtitulagdo (96 pocos) e incubadas & temperatura
ambiente por 2 a 4 horas. A presenca ou auséncia de aglutinacdo foi examinada usando
microscopia de campo escuro a 100 x amplia¢do. Os titulos foram calculados com base na
maior diluicdo sérica que aglutinou ao menos 50% das leptospiras, para cada sorovar utilizado
(COLE etal., 1973; GALTON et al., 1965).

4.2.3 Andlise hematoldgica

Para determinar o fibrinogénio, a técnica de precipitacdo térmica descrita por Schalm
(1970) foi utilizada, o hematdcrito foi avaliado através da técnica de microcentrifugacao.
Baseado em valores de hematdcritos e concentracdo de fibrinogénio, os animais foram
classificados como anémicos (hematdcrito <32%), limitrofes (hematdcrito 32-33%) e nédo
anémico (hematocrito> 32%), com hiperfibrinogenemia (fibrinogénio> 400 g/dL) e

fibrinogénio normal (fibrinogénio <400 g/dL).

4.2.4 Andlise de dados

Os dados foram analisados utilizando o software Excel® 2016 para a preparagédo de
planilhas, sendo apresentado com a sua distribui¢éo absoluta e relativa.
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4.3 Resultados

Os resultados obtidos mostraram que dos 198 cavalos avaliados, 92 foram positivos
para um ou mais sorovares de Leptospira (46.46%). Houve uma alta frequéncia de animais
reagentes aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes, como mostrado na Tabela 1. A
tabela 2 traz os resultados do hematdcrito e fibrinogénio, onde 19 (20,65%) animais
soropositivos apresentaram anemia, enquanto 14 (15,22%) apresentaram-se no limite inferior
de hematocrito. Ainda assim, 15 (16,30%) dos animais soropositivos apresentaram

hiperfibrinogénese.
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Tabela 1 — Titulos de anticorpos para sorogrupo e sorovares de Leptospira spp. em cavalos no
Estado do Amazonas, Brasil. Coleta de sangue foi realizada no periodo de agosto de 2018 a

julho 2019.
SOROGRUPO*  SOROVAR* 100 200 400 800 N.° DE
ANIMAIS
ICT 35 10 1 _ 46
ICT COP 9 9 1 _ 19
PYR PYR 20 18 5 1 44
BAL BAL 10 7 2 _ 19
TAR TAR 5 8 3 _ 16
CAN CAN 10 3 1 _ 14
AUS AUS 3 2 _ _ 5
BRA 1 _ _ _ 1
SEJ HAR B 2 1 B 3
WOL 1 B 1 ~ 2
GRI GRI 1 1 _ _ 2
TOTAL 95 60 15 1

Fonte: SOUSA (2020)
*AUS: Australis; BAL: Ballum; BRA: Bratislava; CAN: Canicola; COP: Copenhageni; GRI: Grippotyphosa;
HAR: Hardjo-prajitno; ICT: Icterohaemorrhagiae; PYR: Pyrogenes; SEJ: Sejroe; TAR: Tarassovi; WOL.: Wolffi.
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Tabela 2 — Valores de hematocritos e avaliacdo do fibrinogénio em cavalos com
soroaglutinacdo positiva e negativa para Leptospira spp. em Manaus — AM.

Animais Soroaglutinacéo Soroaglutinacéo Total
Positiva Negativa
Anémico (<32%) 19 25 44
Limitrofe (32-33%) 14 18 32
N&o anémico (>34%) 59 63 122
Hiperfibrinogenemia 15 17 32
Fibrinogénio normal 77 89 166

Fonte: SOUSA (2020)
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4.4 Discussao

Pesquisas realizadas na ultima década no Brasil mostraram grande variagdo na
soroprevaléncia da leptospirose em cavalos. A prevaléncia nas diferentes regides do Brasil
varia entre 45 e 74,1% (Centro-Oeste), 8 e 62,5% (Nordeste), 79,3% e 100% (Norte), 17,9 e
71,9% (Sudeste) e 60 e 87,1% (Sul) (RIBEIRO, 2015). Dos 198 animais testados, 40
apresentaram aglutininas anti-leptospira positivas para apenas um sorovar, 16 para
Icterohaemorrhagiae (40%), 15 para Pyrogenes (37,5%), trés para Tarassovi (7,5%), dois para
Copenhageni (5%), dois para Ballum (5%) e dois para Canicola (5%), enquanto 0s outros
animais positivos (52) apresentaram coaglutinacdo que poderia ser infeccdo por mais de um
sorovar ou reacdes cruzadas entre sorovares (LEVETT, 2001). Em estudo realizado no estado
do Pard, das 37 amostras de soro avaliadas, 100% (37/37) mostraram uma reag¢do contra um
ou mais sorovares de Leptospira spp. Apenas o sorovar Copenhageni ndo reagiu com
qualquer uma das amostras testadas (MORAIS et al., 2010).

Um estudo de pesquisa e analise sorologica realizado com cavalos no Rio Grande do
Sul (2003) constatou que em 1.169 amostras analisadas, 871 (74,51%) eram reagentes e 298
(25.49%) ndo reagiram com o0s sorovares testados. Os sorovares prevalentes foram: Bratislava
(19,92%), sequido por Copenhageni (15,06%), (PIRES et al., 2005), enquanto no estado de
Pernambuco, a analise soroldgica de 100 equinos demonstrou a prevaléncia de sorovares
Patoc (35,71%), Butembo (32,14%) e Sentot (14,20%) (ALVES et al., 2016). Estes estudos
corroboraram parcialmente com os resultados alcangados por Pires et al. (2005), onde
observou-se a predominancia soroldgica do sorogrupo Icterohaemorrhagiae (que inclui o
sorovar Copenhageni). Por outro lado, o resultado soroldgico principal esta relacionado ao
sorogrupo Pyrogenes, onde observam-se diferencas quando comparados com 0S outros
estudos mencionados acima. Isso atrai atengdo a variagdo epidemioldgica da leptospirose em
todo o territdrio brasileiro.

L. interrogans sorotipo Icterohaemorrhagiae, pertencente a0  sorogrupo
Icterohaemorrhagiae que tem os roedores sinantrépicos como seu principal hospedeiro de
manutencdo, além de outros ndo sinantrépicos como o porco-da-india brasileiro (MONTE et
al., 2013) e capivaras (LANGONI et al., 2016). O sorovar Icterohaemorrhagiae tem sido
descrito como o0 mais prevalente em cavalos em diversos estudos soroepidemiol6gicos no
Brasil, como Lilenbaum (1998) no Estado do Rio de Janeiro; Favero et al. (2002) em animais
de diferentes regides brasileiras; Langoni et al. (2004) nos Estados de Séo Paulo, Goias e
Mato Grosso do Sul; e Hashimoto et al. (2007) no Estado do Parana, o que corrobora com
estes resultados. E importante enfatizar que Icterohaemorrhagiae é o sorovar mais frequente
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encontrado em cavalos e um dos principais sorovares responsaveis pela maioria das infeccbes
em humanos observadas em areas urbanas em todo o mundo (FARIA et al., 2008). Deve-se
notar que o0 aumento na ocorréncia deste sorovar pode justificar o assentamento de praticas
especiais para o controle de roedores em fazendas (MEGID et al., 2016).

O sorovar Pyrogenes, pertencente ao sorogrupo Pyrogenes, tem baixa prevaléncia em
cavalos de outras regides do Brasil. No entanto, no Para (MORAIS et al., 2010), como neste
estudo, observou-se alta prevaléncia de Pyrogenes, o que pode sugerir a manutengdo deste
sorovar por outros animais domésticos ou animais silvestres que vivem na regido amazonica.
O sorovar Pyrogenes foi isolado pela primeira vez no Brasil de mamiferos selvagens
(Nectomys sgquamipes) em areas proximas a Sdo Paulo (SANTA ROSA et al., 1980) e
posteriormente detectado em cées de varios estados (AGUIAR et al., 2007; MAGALHAES et
al., 2006; QUERINO et al., 2003). Na regido amazoénica, um estudo sorolégico de cédes no
municipio de Monte Negro (RO) mostrou que o sorovar Pyrogenes foi o segundo mais
prevalente em cdes (AGUIAR et al., 2007), o que pode sugerir a transmissdo deste sorovar
entre cées e cavalos nesta regido.

Além da participacdo na cadeia de transmissdo, € importante correlacionar a
sororreatividade com sinais clinicos, ou mudangas nos padrGes fisiologicos dos animais.
Nesse sentido, dentro do grupo soropositivos (92 animais), 19 apresentaram anemia, com
hematocrito entre 27-31%, 14 com hematdcrito limitrofe entre 32-33%, e 59 animais com
hematdcrito normal com valores variando de 34 a 52%. Embora a soropositividade dos
animais para Leptospira ndo indica que o animal tenha um quadro clinico agudo da doenca,
mas que em algum momento de sua vida ele teve contato com a bactéria, nas formas mais
graves, pode-se observar: anemia, hiperfibrinogenemia, petéquias hemorragicas na mucosa,
ictericia, lesBes hepaticas, hematuria, hemoglobinuria, leucocitose com neutrofilia ou
linfocitose, azotemia, isostendria, depressdo geral, sinais neuroldgicos, insuficiéncia renal
(principalmente em potros) e morte (DONAHUE, 1995; LILENBAUM, 1998; PINHEIRO et
al., 1985; RADOSTITS et al., 2007). Baseado nisso, a presenca de anemia e proteina de fase
aguda (fibrinogénio) foi avaliada para verificar a saide dos equinos. A leptospirose provoca
anormalidades clinicas que podem levar a mudangas significativas no quadro hematolégico e
outros achados laboratoriais. A contagem de eritrocitos diminuida, baixa concentracdo de
hemoglobina e linfocitos sdo achados comuns de laboratério (TONIN et al., 2012).
Leucocitose, neutrofilia, eosinopenia, e linfopenia, juntamente com alta concentragéo de
bilirrubina sérica também foram relatados em leptospirose equina (PINNA et al., 2010). A
avaliacdo laboratorial de animais afetados por leptospirose pode revelar hiperfibrinogenemia.
Em relacdo a este parametro, entre 0s animais positivos para Leptospira spp., 15 tinham
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hiperfibrinogenemia, com 60% dos casos tendo o envolvimento de sorovar Pyrogenes
isolados ou em coaglutinacdo. Ao contrario de nossos resultados, relativos aos niveis de
anemia e fibrinogénio, em um estudo soroldgico em cavalos, Farias (2019) mostrou que nao
havia diferenca na contagem sanguinea, concentracdo de fibrinogénio, e bioquimico entre
animais soropositivos e soronegativos para Leptospira spp.
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4.5 Conclusdo

Os resultados obtidos no estudo indicaram alta frequéncia de soropositividade para
Leptospira spp. em cavalos no estado do Amazonas, Brasil, indicando a existéncia de uma
alta frequéncia de reacdo aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes. Com o0 aumento
do rebanho equino na regiéo e, consequentemente, maior interacdo entre criadores e animais,
a identificacdo de sorogrupos reagentes de Leptospira spp. sinaliza a possivel existéncia de
reservatorios e de cepas patogénicas para outros animais e para 0 homem.
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ABSTRACT

The occurrence of leplospirosis is significantly higher in the wropical climate than in lemperate regions, especially in
periods with high rainfall levels, In horses, leptospirosis can range from subclinical to asymptomatic but maintains
an important role in the transmission of leptospirosis by eliminating the agent in the environment, Regarding horses,
the Amazonas herd increased by 30% between 2004 and 2013, Thus, the study aimed to determine the serological
prevalence of leplos pirosis in horses in Manaus and metropolitan regions, in the State of Amazonas, Brazil as well as to
assess the main serogroups involved in the infections of these animals, For this purpose, from August 2018 to July 2019,
serum from 198 horses was evaluated through the microscopic agglutination test with a panel of 10 serogroups, As a
result, 92 horses (44.46%) were found to be positive for one or more Leptospira serovars, with the highest prevalence
ol serogroups leterohaemorrhagiae and Pyrogenes, Therefore, with the increase in the equine herd in the region and,
consequently, greater interaction between breeders and animals, the identification of reagents to at least one serovar of
Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs of pathogenic strains for other animals and man,
Keywords: A mazonas, Metropolitan region, Epidemiology. Equine, Leptospira,

RESUMO

A ocorréncia de leptos pirose € significativamente maior no clima tropical do que nas regites lemperadas, especialmente
em pericdos com altos niveis de chuva. Em cavalos, aleptospirose pode variar de subclinica a assintomdtica, mas estes
animais podem desempenhar um papel importante na transmissio da leptospirose por meio da eliminagio do agenteno
ambiente, Em relagio aos cavalos, entre osanos de 2004 e 2013, o rebanho Amazdnico aumentou 30%. Assim, o objetivo
doestudo foi determinar a prevaléncia sorologica de leptospirose em cavalos em Manaus e regiio metropolitana, estado
doA mazonas, Brasil, bem como, determinar os principals sorogrupos envolvidos nas infecgdes desses animais, Para este
propdsito, entre agosto de 2018 ¢ julho de 2019, foram colhidos soros de 198 cavalos para serem avaliados sorologicamente
com otestede microaglutinagio microscopica, utilizando-se um painel de dez sorogrupos. Como resultado, observou-se
que 92 cavalos (44.46%) foram positivos para um ou mals sorovares de Leptospira, com maior prevaléncia dos sorogrupos
lcternhaemorrhagiae ¢ Pyrogenes, Portanto, com o aumento do rebanho equino na regiio ¢, consequentemente, maior
interagio entre criadores eanimais, a identificagio de reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. alerta
para a possivel existéncia de reservatorios de cepas patogénicas para outros animais € seres humanos,
Palavras-chave: Amazonas. Regido metropolitana. Epidemiologia. Equino, Leptospira.
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Introduction

Between the years of 2004 and 2013, the herd of horses
in the Stale of Amazonas inereased by 30%, resulling in a
herd of 1 5,479 equines at the end of theevaluated decade. In
the same period, growth occurred inall states in the MNorth
reglon of Brazl, with rates between 0.57% in Pard and 98%
in Acre, However, this rate differs from traditional states
in equine breeding, such as Minas Gerais, Bahia, and Sio
Paulo, which, in the same period, showed a decrease in the
effective number of animals in their herds (Brasil, 2016).

The occurrence of leptospirosis is significantly higher
in the tropical climate than in temperate regions (such
as the Amazonas), mainly due to the higher survival of
leplospives in a warm and humid enviconment, with elevated
levels of rainfall and neutral or slightly alkaline soil. These
characteristics can result in epidemic outbreaks due to
increased exposure to water contaminated with urine or
tissues from infected animals (Levett, 2001),

In horses, leptospivosis can be subcinical or asymptomatic,
and lever, anorecia, jaundice, uveilis, abortions, or premature
births can also beobserved (Hong etal, 199% Hunter & Herr,
1994; Timoney etal., 201 1; Yan etal,, 2010). Besides, horses
have an important rolein the transmission of leptospirosis by
eliminating the agent in the environment, Even witha high
concentration of antibodies in the host, Leptospira spp. can
survive and multiply in kidney bules, being eliminated in
the urinelby the species for at least 30 days post-inoculation
or even for 2-3 months (Hamond et al,, 2013),

The presence of susceptible animal species in regions
with favorable environmental conditions for leptospi rosis
justifies the need for studies of seroprevalence in human
and animal populations (Jesusetal, 2012; Silva etal, 2016).

Besides, there was an inereasein the number of horses living
in urban areas of Manaus and metropolitan regions, animals
that are being used for leisure, work, and sports activities,
As a consequence, frequent contact between people and
animals, whether in handling, training, or riding therapy
sessions, increases the risk of exposure and contamination
of hunsans and other susceptible animals,

I this contexl, il is essential Lo know the o urrence
al infectious diseases such as leplospirosis, which causes a
negative economic impacton equine production systems,
such as reproductive losses, and public health risk, due
to its zoonotic character. Thus, the present investigation
aimed to assess the serological frequency of leptospirosis
in horses in Manausand metropolitan region, in the State
of Amazonas, Brazil, as well as to determine the main
serogroups involved in the infections of these aninmals,

Material and Methods

Sampling

The study was carried out in 17 horse properties
located in Manaus, capital of the state of Amazonas, and
its metropolitan region, belonging to the North region
of Brazil. Our statistical modeling for sampling was
performed according o Miol (2011), which is considered
aprevalence of 50%, with a confidence leve of 95%, There
is no predominance of the breed, sex, age, or purpose of
use, All animals were studs, raised in a mixed breeding
system (at the field during the day and housed at night).
The option for not selecting breed, sex, or mean age was
to have wider coverage and representative samplingof the
location, From August 2018 to July 2019, blood samples wers
collected from 198 horses by external jugular venipunciure
in vacutainer®, None of the animals were ever vaccinated
against leptospirosis. For hematological analyses, samples
were placed inindividual test tubes containing diethylene
diamino tetraacetic acid (EDTA), cooled to 4 *C until the
analysis was carried out, within a maximum of 12 hours
after collection. For serum separation, blood samples
(in test tulbes without anticoagulant) were centrifuged at
1,000 g x 15 min, followed by aliquotation into individual
microtubes and frozen at 20 °C for subsequent serology.

Serologic assay

The serological diagnosis of leptospirosis was carried
out in the Leptospirosis Diagnostic Laboratory at the
Federal University of Santa Maria (UFSM]. Serum
samples were tested for anti-Leptospira antibodies by
microscopic agglutination test (MAT) (Cole et al, 1973;
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Galton etal,, 1965), using live antigens grownin liquid medium
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) free
from contamination or self-agglutination, as recommended
by the World Health Organization (2012). Acomplete panel
«<f ten serogroups (induding 13 reference serovars) was
used as test antigens, namely: serogroup Sejroe (serovars
Hardjo [subtype Hardjo- prajitno] and Wolffi), serogroup
Grippotyphosa (serovar Grippotyphosa), serogroup Canicola
(serovar Canicola), serogroup Icterohaemorrhagiae (serovars
Icterohaemorrhagiae and Copenhageni), serogroup Australis
(serovars Australis and Bratislava), serogroup Pomona
(serovar Pomona) and serogroup Autumnalis (serovar
Butembo), serogroup Pyrogenes (serovar Pyrogenes),
serogroup Ballum (serovar Ballum) and serogroup Tarassovi
(serovar Tarassovi). Briefly, live suspensions of leptospires
representing the 13 serovars were added to serum samples
«Ciluted in seriesin a microtiter plate (96 wells), incubated
at room temperature for 2-4 h, The presence or absence of
agglutination was examined using dark field microscopy
at 100 x magnification, Titers were obtained ina sequence
«f double dilutions and expressed as the reciprocal of the
highest serum dilution that agglutinated at least 50% of
lzptospires (Cole et al,, 1973; Galton et al,, 1965).

Hematological analysis

Todetermine fibrinogen, the thermal precipitation technique
cescribed by Schalm (1970) was used, while hematocrit was
assessed through the microcentrifugation technique. Based
«n hematocrit values and fibrinogen concentration, animals
were classified as anemic (hematocrit <32%), borderline
(hematocrit 32- 33%) and non-anemic (hematocrit> 32%),
with hyperfibrinogenemia (fibrinogen> 400 g/dL) and
normal fibrinogen (fibrinogen <400 g/dL).

Data analysis

The data were analyzed using Excel® 2016 software for
the preparation of spread sheets, being presented with their
absolute and relative distribution.

Results

The obtained resultsdemonstrated that from 198 evaluated
torses, 92 were positive for one or more Leplospira serovars
(46.46%). There is a high frequency of animals reacting
to serogroups Icterohaemorrhagiae and Pyrogenes, as
shown in Table 1. Table 2 brings the results of hematocrit
and fibrinogen, where 19 (20.65%) seropositive animals
presented anemia, while 14 (15.22%) had borderline
hematocrit. Still, 15 (16.30%) of the seropositive animals
kad hyperfibrinogenesis.

Table | — Antibody titers for serogroup and sero vars of Leptospira
spp. in horses in the State of Amazonas, Brazil, Blood
collection was performed from August 2018 to July

2019
Titration
Serogroup Serovar 300 200 400 800 N. of Animals
KT KT 35 10 1 . 46
cor 9 9 1 - 19
PYR PYR 20 18 5 1 44
BAL BAL 10 7 2 - 19
TAR TAR 5 8 3 16
CAN CAN 10 3 1 - 14
AUS AUS 3 2 - - 5
BRA 1 - - - 1
SEJ HAR . 2 1 3
WOL 1 - 1 - 2
GRI GRI 1 1 - - 2

Total 95 60 15 1 -

O AUS: Australis; BAL: Ballim; BRA: Bratshva; CAN: Canxols;
COP: Copenhageni; GRI: Grippotyphosa; HAR: Hardjo-prajito;
KT: leterahaemarrhague: PYR: Pyrogenes; SEJ: Seroe; TAR: Tarassovi
WOL: Walffi
Table 2 - Hematocritvalues and fibrinogen assessment of horses
with positive serum agglutination and negative values
for Leptospira spp. in Manaus - AM

Serum Serum
Animals agglutination® agglutination Total
Positive Ne gative
Anemic {<32%) 19 25 44
Borderline {32-33%) 14 18 32
Non-Anemic {234%) 59 63 122
Hyperfibrinogenemia 15 17 32
Normal fibrinogen 77 89 166
*Cunall titke: 100,
Discussion

Researchconducted in the last decadein Brazil hasshown
great variation in the seroprevalence of leptospirosisin horses,
The prevalence in the different regions of Brazil varies between
45 and 74.1% (Central West), 8 and 62.5% (Northeast),
79.3 and 100% (North), 17.9 and 71.9% (Southeast), and
60 and 87.1% (South) (Ribeiro, 2015). Of the 198 animals
tested, 40 showed positive anti-leptospira agglutinins
for only one serovar, 16 for Icterohaemorrhagiae (40%),
15 for Pyrogenes (37.5%), two for Copenhageni (5%),
two for Ballum (5%), three for Tarassovi (7.5%) and two
for Canicola (5%), while the other positive animals (52)
presented coagglutination that could be infection by more
than a serovar or crossed reactions between serovars
(Levett, 2001). In a study carried out in the state of Pard
of the 37 serum samples evaluated, 100% (37/37) showed
areaction against one or more serovars of Leptospira spp.
Only the Copenhageni serovar did not react with any of
the tested samples (Morais et al,, 2010),

A survey and serological analysis study carried out
with horses in the Rio Grande do Sul (2003) found that in
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1,169 analyzed samples, 871 (74.51% ) were reactive and
298 (25.49% ) did not react with the tested serovars, The most
prevalent serovar was: Bratislava (19.92%), followed by
Copenhageni (15.06%), (Pires et al, 2005), whilein the state
of Pernambuco, the analysis of 100 equine sera showed the
prevalenceof serovars Patoc (35,71%), Butembo (32.14%) and
Sentot (14.20%) (Alves et al., 2016). These studies partially
corroboratethe resultsreached by Pires etal, (2005), sincethe
serological predominance of serogroup Ieterchaemaor rhagiae
[whete it is included the serovar Copenhageni) was observed,
However, another main serological result was linked to
serogroup Pyrogenes, which is completey different when
compared to theother studies mentioned above, This draws
allention lo the epidemiological variation ol leplospirosis
across Brazilian territory,

L. interrogansserotype lcterohagmorrhagiae, belonging to
leterahaemorthagiae serogroup, havesynanthropie rodents
as their main maintenance host and other non-synanthropic
wild animalssuch as Brazilian guinea pig (Monteetal., 2013)
and capybaras { Langoni etal, 2016). The Icterohaemorrhagiae
serovar has been described as the most prevalent in horses
in several seroepldemiological studies in Brazil, such as
Lilenbaum [1998)in the State of Rio de Janeiro; Fivero etal.
[2002) inanimals (rom diferent Brazilan regions; Langonie al,
(2004) in the States of Sio Paulo, Goids, and Mato Grosso
do Sul and Hashimoto et al, (2007) in the State of Parand,
which corroborates our results, IUis important Lo emphasize
that kterohaemor rhagiae is the most frequent serovar Found
in horses and one of the main serovars responsible for the
majority of infections in humans observed in tropical urban
areas worldwide (Faria etal., 2008). It should be noted that
Lhe increasein the occurrence of this serovar can justify the
settlement of special practices for rodent control in horse
Farms (Megid et al,, 2016),

Serovar Pyrogenes, belonging to serogroup Pyrogenes,
hasalow prevalence in horses from other regions of Brazil,
However, in Pard Stale (Morais etal,, 2000), asin this study,
a high prevalence of Pyrogenes was observed, which may
suggest the maintenance of this serovar by other domestic
or wild animals living in the Amazon reglon. The Pyrogenes
serovar was isolated for the first time in Brazil from wild
marnmals (Mectomys squamipes) in areas dose to Sao Paulo
(Santa Rosa et al, 1980) and later detected in dogs from
several states (Aguiar et al, 2007; Magalhdes et al,, 2006,
Cuering et al, 2003). In the Amazon region, a serological
study of dogs in the municipality of Monte Negro (RO)
showed that the Pyrogenes serovar was the second most
prevalent in dogs (Aguiar et al., 2007, which may suggest

the transmission of Lhis serovar between dogs and horses
in this region.

Inaddition to participation in the transmission chain,
it is important to correlate seroreactivity with clinical
slgns, or changes in the animals’ physiological patterns,
In this sense, within the seropositive group (92 animals),
19 presented anemia, with hematocrit between 27-31%,
14 with borderline hematocrit between 32-33%, and
59 animals with normal hematocrit with values ranging
from 34-52%. Although the animals' seropositivity for
Leptospira does not indicate that the animal has an acute
dinical picture of the disease, but that at some point in his life
he had contact with the bacteria, in the most severe forms,
anemia, hyperfibrinogenemia, hemorrhagic petechiaein the
mucosa, jaundice, liver damage, hematuria, hemoglobinuria,
leukoeytosis with neutrophilia or lymphocylosis, azolemia,
isotenuria, general depression, nenvological signs, renal failure
[(mainly in foals) and death (Donahue, 1995; Lilenbaum,
1998; Pinheiro et al,, 1985; Radoslits et al, 2007). Based
on this, the presence of anemia and acute-phase protein
(fibrinogen) was evaluated to verify the health of the horses
studied. Leptospirosis provokes clinical abnormalities
that can lead to significant changes in hematological
and other laboratory findings, Decreased erythrocyte
counl, low Hb concentration, PCY, and lymphocytes are
commaot lab findings (Tonin et al, 2012). Leucocytosis,
neutrophilia, eosinopenia, and lymphopenia, along with
high serwm bilir ubin concentration have also been reported
in equine leptospirosis (Pinna et al,, 2000), Laboratory
evaluation of animals affected by leptospirosis can reveal
hyperfibrinogenemia, Concerning this parameter, among the
animals positive for Leptospira, 15 had hyperfibrinogenemia,
with 60% of the cases having the involvement of serovar
Pyrogenes isolated or in coagplutination. Unlike our resulls,
concerning anemia and fibrinogen levels, in a serological
study in horses, Farias (2019) showed that there was no
difference in the blood count, fibeinogen concentralion,
and biochemistry between seropositive and seronegative
animals for Leptospira,

Conclusion

The resultsobtained inthe study indicated ahighfrequency
of seropositivity for Leptospira spp. in horses in the state
of Amazonas, Brazil, indicating the existence of a high
frequency of reaction to serogroups kterochaemorrhagiae
amd Pyrogenes, With the increase in theequine herd in the
repion and, consequently, greater interaction between breeders

and animals, the identification of reagents serogroups of
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Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs
of pathogenic strains for other animals and man,
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5. CONCLUSAO

Os resultados do capitulo | desta tese demonstram que houve uma notifica¢do regular
e constante de leptospirose em humanos no periodo de 2010-2019 no estado do Amazonas.
As maiores casuisticas relacionadas a infeccdo por Leptospirose spp. foram residentes na
capital, ou seja, um padrdo urbano. Pode-se também se observar o fundamental papel das
influéncias climéticas (chuva, calor e umidade) e sanitarias sobre o aumento dos casos, mas
baseado na especificidade da doenca e dados de paises vizinhos existe na uma possivel
subnotificacdo da doenca no estado do Amazonas. O processo de urbanizacdo sem o devido
planejamento (muito influenciado pelos processos migratorios) levou a um aumento das
ocupacdes populacionais em torno dos rios e igarapés, em aglomerados subnormais, com
infraestrutura e saneamento precarios, e, como consequéncia, a instalacdo de um quadro de
vulnerabilidade, reflexo da dimensdo socioecondmica da leptospirose. Desta forma, pode-se
constatar que a infec¢do ocorreu com maior frequéncia no ambiente domiciliar no estado do
Amazonas, sendo, portanto, o ambiente domiciliar um determinante importante da
transmissdo, e uma consequéncia, provavelmente, das precarias condicdes ambientais
existentes no domicilio e peridomicilio.

No capitulo I, tratando de leptospirose em equinos, destacou-se que ela é uma
enfermidade subdiagnosticada, ja que a doenca pode ocorrer de forma inaparente, mas com
queda no desempenho atlético dos animais de esporte, além de significativas perdas
econdmicas como abortos tardios ou natimortos, cegueira apOs uveites recorrentes.
Associando-se os resultados apresentados no capitulo 111, revelou-se uma alta frequéncia de
soropositividade para Leptospira spp. em cavalos no estado do Amazonas, Brasil, indicando a
existéncia de uma alta frequéncia de reacdo aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes.
Com o aumento do rebanho equino na regido e, consequentemente, maior interacdo entre
criadores e animais, a identificacdo de sorogrupos reagentes de Leptospira spp. sinaliza a
possivel existéncia de reservatorios e de cepas patogénicas para outros animais e para 0
homem.

Dessa forma, em uma conclusdo ampla, constatou-se a necessidade de melhorias
significativas das condi¢des de saneamento basico para populagfes vulneraveis, implantagcdo
de medidas de controle (especialmente de roedores) e a importancia de medidas socio
profilaticas, como algumas apresentadas nesta tese, em especial a identificacdo dos fatores de
risco para as populacbes, mas também o diagndstico diferencial mais preciso para a
leptospirose em humanos, a realizagdo de sorologias periodicas para a identificacdo dos

sorvares envolvidos nas infecgdes nos equinos, bem como o tratamento dos animais
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infectados, mesmo que assintomaticos. Para os equinos, ainda, indica-se a vacinagdo, de
acordo com os sorovares identificados nas propriedades.

Ademais, percebe-se no estado do Amazonas a mesma caréncia de informagdes
epidemioldgicas mais precisas tanto para dados humanos como para animais, 0 que
compromete a compreensdo epidemioldgica da enfermidade no estado. Fazem-se, portanto,
necessarios maiores e continuos esforgos no sentido de melhorar a notificacdo, coleta e
disponibilizacdo de dados para que se possam ampliar as estratégicas de prevencgdo e controle

em nivel estadual.
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