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hamsters (Mesocricetus auratus) com Leptospira interrogans sorovar
Canicola, estirpe LO4, por exposicao cutanea integra e com abrasoes
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Resumo

O estabelecimento e a evolucdo da leptospirose em hamster (Mesocricetus auratus) pela infeccio experimental com
Leptospira interrogans sorovar Canicola, estirpe LO4, pela exposi¢do cutinea integra e escarificada, tendo como controle
a via intraperitoneal foram avaliados. Foram utilizados 120 hamsters, fémeas, distribuidas em dois grupos de acordo
com a via de inoculagéo (pele escarificada e pele integra). O indculo infeccioso foi constituido por uma cultura pura de
L. interrogans sorovar Canicola (estirpe LO4), isolada do figado de um suino de abatedouro em Londrina, Estado do
Parana e tipificada pela técnica de adsor¢do de aglutininas com o kit de anticorpos monoclonais no Royal Tropical Institute,
Amsterdd, Holanda. Os animais foram observados duas vezes ao dia, durante 21 dias. Os animais que vieram a 6bito foram
necropsiados e colhidos assepticamente rins, figado, sistema genital (uitero e ovério) e cérebro. Os animais sobreviventes
foram eutanasiados apds 21 dias. Foram ainda colhidas amostras de soro sanguineo por puncio cardiaca para a pesquisa
de aglutininas antileptospiras nos animais sobreviventes, pela técnica de soroaglutinagao microscopica (SAM). Para a
detecgdo de leptospiras, foram utilizados microscopia direta a fresco e cultivo microbioldgico. A via cutinea escarificada
induziu maior letalidade quando comparada com a pele integra, com estabelecimento e evolugdo da leptospirose. Por
outro lado, a via cutinea integra induziu mais frequentemente o estado de portador renal e/ou genital para leptospirose. A
estirpe LO4 apresentou baixo poder imunogénico, induzindo soroconversiao na SAM em apenas um animal.
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Abstract

The establishment and evolution of leptospirosis in hamster (Mesocricetus auratus) by experimental infection with Leptospira
interrogans serovar Canicola, LO4 strain, by intact and scratched skin exposures, having as control the intraperitoneal
route, were evaluated. Hundred-twenty female hamsters distributed in two groups according to inoculation route (intact
and scratched skin) were used. Infectious inoculum was constituted by a pure culture of L. interrogans serovar Canicola
(strain LO4), isolated from liver from a slaughtered swine in Londrina, Parana state and typified by agglutinins adsortion
technique with monoclonal antibody kit at the Royal Tropical Institute, Amsterdam, the Netherlands. The animals were
observed twice a day during 21 days. Animals that died were necropsied and kidneys, liver, genital tract (uterus and
ovaries) and brain were aseptically collected. On the 21st post-inoculation day, surviving animals were euthanized. In these
animals, serum samples were also collected by cardiac puncture to antileptospires agglutinins research using microscopic
agglutination test (MAT). Fresh direct microscopy and microbiological culture were used for the detection of leptospires.
Scratched skin route induced larger lethality when compared to intact skin route, with establishment and evolution of
leptospirosis. On the other hand, intact skin route induced renal and/or genital carrier state more frequently. LO4 strain
presented low immunogenic power, characterized by soroconversion at the MAT in only one inoculated animal.
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Introducao

A leptospirose é uma doenga bacteriana infecto-
contagiosa, de curso agudo ou crénico, de carater
zoonotico e cosmopolita, que acomete 0 homem e os
animais domésticos e silvestres, assumindo conside-
ravel importancia como problema econémico e de
saude publica. Essa doenga ¢ causada por um grande
nimero de espiroquetas morfologicamente e anti-
genicamente relacionadas do género Leptospira spp.
e se encontra difundida em quase todos os paises. A
frequéncia de apresentagdo dos diversos sorovares de-
pende da amplitude de deslocamento dos respectivos
hospedeiros preferenciais e da intensidade e extensao
da produgéo animal’.

Dentre os animais de laboratério usualmente em-
pregados para o estudo da leptospirose, o hamster si-
rio (Mesocricetus auratus) tem sido um dos mais utili-
zados®. Nesses animais, ja foram efetuados estudos de
leptospirose experimental®*, da patogénese da doen-
¢a’, do tipo de via empregada para a infec¢do experi-
mental®, pesquisa da viruléncia do agente’, do estado
de portador®®, da andlise de alteragdes morfoldgicas
em orgaos frente a doenga'’, da avaliagao histopato-
légica do figado de hamsters gestantes infectadas por
leptospiras", do isolamento de leptospiras de tecido
renal de hamsters experimentalmente infectados'?, da
presenca do agente nos ovarios" e do desenvolvimen-
to de vacinas'*'>'6,

Estirpes autdctones devem ser estudadas de manei-
ra minuciosa, pois sua condi¢do infectante estd dire-
tamente relacionada a fatores ambientais, climaticos
e densidade populacional de hospedeiros. Apesar da
existéncia de diversos sorovares e do potencial para
estabelecer infeccdo em uma variedade de hospe-
deiros, na realidade apenas um pequeno nimero de
sorovares sao efetivamente infectantes e causadores
de doenca na natureza. A estirpe LO4 foi isolada de
tigado de dois suinos abatidos em Londrina, Estado

do Parand, Brasil" e tipificada por kit de anticorpos
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monoclonais (Royal Tropical Institute, Amsterda, Ho-
landa) como Leptospira interrogans sorovar Canicola.

Em decorréncia da grande importancia da leptospi-
rose nas criagdes zootécnicas pelos possiveis prejuizos
econdmicos, principalmente pelas infec¢des cronicas,
relacionadas aos aspectos reprodutivos e também pela
sua importancia para a saude publica, o presente tra-
balho pretendeu estudar a influéncia da via cutinea
com e sem abrasdes no estabelecimento da doenca e
no estabelecimento do portador renal e/ou genital na
leptospirose experimental por Leptospira interrogans
sorovar Canicola, estirpe LO4, utilizando o hamster

(Mesocricetus auratus) como modelo bioldgico.

Material e Método

O inoculo infeccioso foi constituido por uma cul-
tura pura de L. interrogans sorovar Canicola (estirpe
LO4), autdctone e virulenta, isolada do figado de um
suino de abatedouro em Londrina, Estado do Parana'”
e tipificada pela técnica de adsor¢ao de aglutininas
com o kit de anticorpos monoclonais no Royal Tropi-
cal Institute, Amsterda, Holanda. O inoculo foi obti-
do a partir de macerado de rim e figado de hamster,
previamente inoculado pela via intraperitoneal com
1 mL de cultura de referéncia e eutanasiado no quin-
to dia pds-infecgdo. A dilui¢do de trabalho foi a que
apresentou 30 leptospiras por campo microscopico
no aumento de 200 vezes. A determinagdo da DL, do
inoculo infeccioso foi efetuada de acordo com a me-
todologia de Reed e Miiench', inoculando-se cinco
grupos de dez hamsters por via intraperitoneal com
0,2 mL de uma suspensdo submetida a dilui¢des se-
riadas na base 10 (10 a 107).

Foram utilizados 130 hamsters (Mesocricetus aura-
tus), todos do sexo feminino, com peso corpéreo si-
tuado entre 80 e 100 gramas, mantidos durante todo
o periodo experimental em biotério convencional. Os
animais possufam estado geral de satide bom e foram

mantidos em gaiolas de dez animais, forrados com
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serragem esterilizada e alimentados com ragdo co-
mercial peletizada balanceada e agua a vontade.

Os animais foram distribuidos em dois grupos de
acordo com a via de inoculagdo, sendo 60 animais
para o grupo de pele escarificada e 60 para o grupo
de pele integra. A infec¢ao experimental foi realizada
pela deposi¢ao de 250 pL de suspensao (30 leptospi-
ras/campo) da estirpe LO4 na regidao abdominal nao
escarificada e na regidao abdominal previamente esca-
rificada com lamina de bisturi estéril, em uma area
de 2 X 2 cm® Como grupo controle, foram utilizados
dez animais inoculados pela via intraperitoneal com
250 pL da mesma suspensao.

Os animais foram observados duas vezes ao dia, du-
rante 21 dias. Os animais que vieram a ¢ébito foram
necropsiados e colhidos assepticamente rins, figado,
sistema genital (ttero e ovario) e cérebro. Os animais
sobreviventes foram eutanasiados apos 21 dias. Fo-
ram ainda colhidas amostras de soro sanguineo por
puncdo cardiaca para a pesquisa de aglutininas anti-
leptospiras nos animais sobreviventes frente ao soro-
var Canicola estirpe LO4, utilizando-se a técnica de
soroaglutina¢ao microscépica (SAM) de acordo com
a metodologia da microtécnica descrita por Galton et
al.”e Cole et al.”.

Durante a necropsia, figado, rins, genitais (ttero e
ovario) e cérebro foram retirados separadamente. Uma
aliquota de cada drgao foi fragmentada e colocada em
microtubo estéril e identificado. Adicionou-se aproxi-
madamente 1 mL de meio EMJH modificado conten-
do os antibidticos 5-Fluorouracil e acido nalidixico nas
concentragoes finais de 12 mg e 8 mg, respectivamente,
por 100 mL, em cada tubo, agitando-se vigorosamente
em vortex por 30 segundos. Em condi¢des de assepsia
na camara de biosseguranca, utilizando uma pipeta,
1uL de cada suspensao foi depositada sobre uma lami-
na, levando-a ao microscopio de campo escuro (200X)
para pesquisa direta da presenca leptospiras.

Foi semeado aproximadamente 1 mL em 5 mL de
meio de cultivo EMJH (DIFCO) modificado e com

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 47, n. 5, p. 346-351, 2010

antibioticos e incubado a 30 °C. Apds 24 horas, 1 mL
desse cultivo foi inoculado em tubos contendo 5 mL
de meio EMJH modificado sem antibiéticos e Fle-
tcher (DIFCO) e incubado nas mesmas condigoes.
As leituras no microscépio de campo escuro (200X)
foram realizadas semanalmente durante dois meses’.
Para a comparagao da propor¢ao de animais mortos
por leptospirose nos grupos experimentais, foi utiliza-
do o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher?'.
A comparacio dos animais positivos para a presenca
de leptospiras em 6rgaos, dentro de cada grupo ex-
perimental, foi realizada com o teste de McNemar
para amostras relacionadas?. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. As andlises foram efetuadas com
o0s pacotes estatisticos SPSS for Windows versao 13.0 e

Epilnfo versao 6.04.

Resultados e Discussao

Dos 60 hamsters inoculados por exposi¢do cutanea
integra, em trés animais nao foi possivel proceder a
colheita de materiais, consequentemente, esses ani-
mais foram desconsiderados.

Todos os animais do grupo controle positivo da
estirpe LO4, inoculados por via intraperitoneal (n =
10), morreram devido a leptospirose de trés a sete dias
pds-inoculagdo e apresentaram lesdes generalizadas
caracteristicas da doen¢a. O exame de microscopia
direta mostrou a presenga da bactéria nos rins, figado,
genitais e cérebro.

Dos 60 animais expostos por escarificagdo cutinea,
59 (98,3%) morreram, enquanto que apenas nove
(15,8%) dos 57 animais expostos pela pele integra
morreram (Tabela 1). Todos os animais morreram em
um intervalo de nove a 12 dias. Houve diferenga sig-
nificativa na proporgdo de 6bitos entre animais escari-
ficados em relagdo aos ndo escarificados (p < 0,0001),
demonstrando que a pele escarificada mostrou-se ser
uma via mais eficiente na indu¢ao da doenga do que

a pele integra. Comparando as propor¢des de mor-
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Tabela 1 - Comparagdo entre hamsters (Mesocricetus auratus) expostos pela pele escarificada e
pele integra com relacdo ao dbito por leptospirose pela Leptospira interrogans sorovar

Canicola, estirpe LO4

Tipo de exposigdo
Evolugao Pele escarificada Pele integra
N % N %
Obito 59/60 98,3 9/57 15,8
Portadores 1/60 1,7 48/57 84,2
Total (%) 60/60 100,0 57/57 100,0
p < 0,0001

tes entre as vias pele escarificada e intraperitoneal,
nao foi observada diferenca estatistica (p = 1,000). Ja
para a pele integra, a propor¢ao de mortes foi estatis-
ticamente menor do que na via intraperitoneal (p <
0,0001).

Era de se esperar que a propor¢ao de hamsters in-
fectados por leptospiras fosse maior em animais ex-
postos por pele escarificada do que em animais ino-
culados pela pele integra, uma vez que naquele grupo
foram rompidas as barreiras inespecificas da pele que
dificultam a penetragdo e consequente instalacao de
leptospiras no organismo. Macedo et al.® obtiveram
resultados semelhantes, observando que 80% (8/10)
dos hamsters morreram ap6s inoculagdo de 0,25 mL
do sorovar Pomona por escarificagdo cutinea na face
interna dos membros, sem, contudo, avaliarem a pele

integra; os autores sugeriram que novas investigacoes

Tabela 2 - Comparagio entre a evolugido e o res

deveriam ser conduzidas com a via pele escarificada,
tendo em vista o grande sucesso desta no estabeleci-
mento da leptospirose em hamsters, assim como a via
intraperitoneal.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da
comparagido entre a evolu¢do da leptospirose e a de-
teccdo de positivos em 6rgaos segundo o tipo de ex-
posi¢do. Um animal foi considerado positivo quando
foram detectadas leptospiras em pelo menos um dos
6rgaos, no exame direto ou no cultivo bacterioldgi-
co. Nos animais expostos por escarificagao cutanea,
nao houve diferenca estatistica, pelo teste de McNe-
mar, entre evolugdo da leptospirose e deteccéo de po-
sitivos em drgédos (p = 1,000), ou seja, os resultados
discordantes sido decorrentes do acaso, significando
que 98,3% dos animais morreram e foram positivos

na detecgdo de leptospiras nos 6rgaos. Ja nos animais

ultado da deteccao de positivos em drgdos para a

leptospirose pela Leptospira interrogans sorovar Canicola, estirpe LO4, segundo o tipo de

exposi¢ao

Tipo de exposigdo

Evolugao Pele escarificada’ Pele integra*
Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%) Negativo (%)
Obito 59 (98,3) 0(0,0) 9 (15,7) 0 (0,0)
Sacrificado (portadores) 1(1,7) 0(0,0) 43 (84,3) 5(100,0)
Total (%) 60 (100,0) 0(0,0) 52(89,7) 5(10,3)
'p = 1,000; 2p < 0,0001
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expostos pela pele integra houve diferenca significa-
tiva (p < 0,0001), ou seja, a maioria dos animais nao
escarificados foram sacrificados e foi confirmada a
condi¢do de portador. Grande importancia deve ser
dada a esses animais, pois sdo eles que irdo atuar na
condicdo de disseminadores de leptospiras no meio
ambiente e consequente transmissdo da doenga para
outros animais e para o ser humano?.

De todos os animais portadores, 73% foram positi-
vos para leptospiras nos rins, 42% no cérebro, 33% no
figado e 24% no genital, independentemente da via de
inoculagao. A presenca das leptospiras no cérebro e
no aparelho genital pode estar relacionada a fase imu-
ne da doenga, que possui uma duragdo variavel. Nes-
se periodo, as leptospiras desaparecem da circulagiao
e do fluido cerebrospinal e localizam-se em areas de
privilégio imunologico, sequestradas do sistema imu-
ne: tubulos contornados renais, cAmara anterior do
olho, sistema nervoso central e aparelho reprodutor®.

No teste de soroaglutinagio microscopica dos ani-
mais sobreviventes, apenas um animal do grupo nao

escarificado exposto a duas doses de 100 leptospiras/
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