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RESUMO

Investigou-se a ocorréncia de leptospirose em caes atendidos na rotina do HUMV-
UFRB durante o periodo de dois meses, independendo o motivo da consulta, sexo
ou idade. Foram examinadas 44 amostras de soro sanguineo de cdes sendo o
diagnostico da leptospirose realizado pela técnica de ELISA indireto, utilizando como
antigeno um pool de 23 sorovares de Leptospira spp. A prevaléncia encontrada foi
de 43 %. Com o objetivo de identificar variaveis individuais e ambientais, associadas
a maior frequéncia de caes soropositivos para leptospira, foi aplicado um
guestionario epidemiolégico para verificar variaveis que poderiam estar associadas a
infeccdo. A andlise das variaveis apontou como fator de risco para a leptospirose
canina o sexo (P- valor = 0.0316), sendo a positividade maior nos cdes machos.
Outras variaveis estudadas como idade, ra¢a, contato com outros animais, acesso a
rua, presenca de ratos, exposicao a fatores ambientais favoraveis, habito de mexer
no lixo e se é recolhido o resto de comida, ndo apresentaram diferenca significativa.
Os cées com sorologia positiva tiram a ficha clinica avaliada buscando sinais clinicos
e resultados de exames complementares condizentes com um animal infectado por

leptospirose, sendo encontradas alteracdes condizentes, mas ndo patognomaonico.

Palavras-chave: ELISA, Leptospirose.
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ABSTRACT

Investigate the occurrence of leptospirosis in dogs treated at the routine of HUMV-
UFRB during a period of two months, regardless of the reason for the consultation,
gender or age. Forty-four models of dog blood sera were examined and the
diagnosis of leptospirosis was performed by the indirect ELISA technique, using as
antigen a pool of 23 serovars of Leptospira spp. The prevalence found was 43%. In
order to identify individual variables and environments, most frequently from
seropositive dogs for leptospira, an epidemiological questionnaire was applied to
verify variables that may be using infection. An analysis of the variables pointed as a
risk factor for canine leptospirosis or sex (P = value = 0.0316), being a higher
positivity in male dogs. Other variables studied such as age, race, contact with other
animals, access to the street, presence of rats, exposure to favorable environmental
factors, habit of moving the garbage and whether or not food is collected or different
is no different from the difference. Dogs with positive serology draw a clinical chart
looking for clinical signs and results of complementary tests conducted with an
animal infected with leptospirosis, and these alterations are altered, but not

pathognomonic.

Key words: Leptospirosis, ELISA.
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1. INTRODUCAO

7

A Leptospirose é uma importante zoonose, mundialmente disseminada e de
distribuicdo variada em muitas espécies animais. E causada pela infecgdo por
diferentes sorovares de Leptospira spp (GREENE, 2006). A divisdo em sorovares e
sorogrupos fornece pistas sobre os reservatérios e hospedeiros acidentais
envolvidos na transmisséo (SCHULLER et al., 2015).

O principal reservatério para manter a transmissdo enzodtica, sdo os roedores
(FAINE et al, 1999) , mas os animais domésticos também podem ser reservatorios.
Os caes séo hospedeiros de manutencdo do sorovar canicola (LEVETT, 2001),
bataviae, e possivelmente do bratislava (NELSON; COUTO, 2006), sendo
hospedeiro acidental dos demais.

A &gua contaminada € responsavel pela disseminacdo da Leptospirose aos
organismos susceptiveis que entram em contato com esta fonte (JOUGLARD;
BROD, 2000). Animais que vivem em areas urbanas, cujas condicfes sanitarias e
de infraestrutura sédo precérias, onde ha lixdes, esgotos a céu aberto, depdsitos de
materiais descartados e restos alimentares que propiciam a presenca de roedores,

se constituem em populacao de risco (HAGIWARA, 2003).

A leptospirose nos caes se apresenta com variado polimorfismo clinico, podendo
inclusive ser assintomatico. Os sinais clinicos dependem da idade e imunidade do
hospedeiro, dos fatores ambientais que afetam os microrganismos, da viruléncia do
sorovar infectante e adaptacdo dele ao hospedeiro, além do sistema afetado
(SANTIN et al., 2006). Provas laboratoriais como hemograma, dosagem dos valores
séricos de ureia e creatinina e urinalise podem ser utilizados como exames
complementares, pois indicam alteragcdes funcionais nos diferentes 0Orgaos
acometidos, contribuindo assim para a avaliacdo clinica do animal (NAVARRO;
KOCIBA, 1982).

Devido a sua alta especificidade o Teste de aglutinagdo microscopica é estabelecido

como padrdao ouro no diagndstico da leptospirose (BRASIL, 1995). Outros testes
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vém sendo utilizados, inclusive como teste de triagem como é o caso do ensaio
imunoenzimatico (ELISA), o qual apresentou boa sensibilidade resultando em uma
boa alternativa na deteccdo de anticorpos anti-Leptospira em soro de céo
(JIMENEZ-COELLO et al., 2008).

Devido a proximidade com os seres humanos e por manter o agente por longo
periodo nos rins, podendo elimina-lo na urina sem apresentar sinais clinicos, o cédo é
a principal fonte de infeccdo para 0 homem (BATISTA et al., 2004; MAGALHAES et
al., 2006; BENITEZ et al., 2010). Além disso, 0 cao pode funcionar como sentinela
para a presenca do agente no meio ambiente. Por esses motivos um levantamento
sorologico com comparacdo de dados epidemioldgico e sintomatologia clinica em

caes de uma populacao se torna uma importante ferramenta para a saude publica
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca de Leptospiras nos cdes atendidos no hospital universitario de

medicina veterinaria — UFRB no periodo de 2 meses

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir o perfil epidemiolégico da populacdo investigada; identificando
variaveis individuais e ambientais, associadas a maior frequéncia de caes
soropositivos.

e Correlacionar os resultados de exame fisico e de exames complementares

com a soropositividade dos cées a leptospirose.
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3. REVISAO DE LIETRATURA

3.1.AGENTE ETIOLOGICO

3.1.1. Taxonomia

O agente etiolégico da leptospirose é uma bactéria Gram-negativa que pertence a
ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae e o género Leptospira. Originalmente,
0 género Leptospira foi dividido em duas espécies: Leptospira interrogans sensu
lato, com cepas patogénicas e L. biflexa sensu lato com estirpes sapréfitas, nao
patogénicas. Essas espécies foram ainda subclassificado em sorovares com base
na heterogeneidade estrutural no componente carboidrato do lipopolissacarideo
(LPS) (CESPEDES, 2005). Os sorovares relacionados antigénicamente foram entio
agrupados em sorogrupos. Atualmente, mais de 250 sorovares patogénicos

conhecidos foram identificados pertencentes a 24 sorogrupos (KO et al., 2009).

Mais recentemente, as Leptospiras foram classificadas com base em semelhancas
genéticas (hibridagcdo do DNA). Definiu-se 20 espécies de Leptospira, incluindo 9
patogénicas, 6 saprofitas e 5 intermediarias, e novas espécies estdo sendo
adicionadas a medida que sao descobertas. Infelizmente, a classificacdo genética de
espécies de Leptospira ndo se correlaciona inteiramente com a classificacédo
sorologica, pois 0s sorovares do mesmo sorogrupo podem pertencer a diferentes
espécies genbmicas. No entanto, a classificacdo sorolégica ainda € amplamente
utilizada por ser importante para investigacfes clinicas ou epidemiolégicas, uma vez
gue a identificacdo de sorovares e sorogrupos fornece pistas sobre os reservatorios

hospedeiros envolvidos na transmissédo (SCHULLER et al., 2015).

3.1.2. Caracteristicas morfofuncionais

As leptospiras sdo bactérias Gram-negativas, espiroquetas, espiraladas, flexiveis e
altamente moveis, constituidas por um cilindro protoplasmatico que se enrola em
volta de um filamento axial central, seu envelope externo € composto por
lipopolissacarideos (LPS) e mucopeptideos antigénicos (GREENE, 2006). Séao
micro-organismos aerébios estritos; catalase positivas; oxidases negativas;

guimiorganotroéficas; capazes de utilizar os acidos graxos de cadeia longa como a
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Unica fonte de carbono e energia; incapazes de metabolizar os acgUcares; ndo
necessitam de aminodcidos para o crescimento. (GOMES, 2015). Medem
usualmente de 6 a 20 um de comprimento e de 0,1 a 0,2 pum de diametro e
apresentando as extremidades em forma de gancho ou interrogacdo o que o
diferencia de outros espiroquetas (FAINE et al., 1999).

3.1.3. Fatores de Viruléncia

As leptospiras possuem membrana dupla e LPS como as demais bactérias Gram
negativa, mas com a camada de peptidioglicano aderido a membrana citoplasmética
interna e sobreposto pela membrana externa, caracteristica alusiva da arquitetura
das bactérias Gram-positivas (ALEXANDER et al., 1972). Além do LPS foram
identificados varios fatores de viruléncia que podem contribuir na patogénese da

Leptospia sé@o eles a hemolisinas e proteinas da membrana que inclui adesinas.

Os LPSs sao compostos por trés segmentos ligados covalentemente: lipideo A, core
e antigeno O. A porcédo do lipideo A ancora o LPS a membrana externa celular. O
core é uma porcado polissacaridica que forma uma regido intermediaria e mais
externamente localiza-se o antigeno O, que consiste em grupos polissacaridicos
altamente variaveis, sendo considerado o principal agente antigénico dos LPSs das
bactérias gram-negativas, a composicdo do LPS & semelhante ao das outras
bactérias Gram negativas, (FAINE et al., 1999), porém apresenta toxicidade inferior
(GOMES, 2015).

Hemolisinas sdo exotoxinas que tem a capacidade de lisar membranas das células,
principalmente do endotélio vascular e hemacias. As principais hemolisinas
detectados entre o0s Leptospira patogénicos sdo provenientes de genes que
codifiguem esfingomielinases (sph) , tendo sido reconhecido pelo menos sete entre
0s Leptospira patogénicos , incluindo uma hemolisina SphH formadora de poros
(ADLER; MOCTEZUMA, 2013). O papel das demais esfingomielinase na
patogénese ainda ndo esta claro; mas a auséncia desses genes nas leptospiras
saprofiticas (BULACH, 2006) poderia sugerir possiveis fun¢des na viruléncia ou
simplesmente na sobrevivéncia no ambiente hospedeiro de mamiferos, no qual
certos nutrientes essenciais, como por exemplo o ferro, sao limitantes (
EVANGELISTA; COBURN, 2010).
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A proteina de membrana externa mais abundante nas leptospiras patogénicas € a
lipoproteina LipL32 (MALMSTROM et al., 2009), representando 75% do proteoma da
membrana externa (CULLEN et al., 2002). Esta proteina € expressa em todas as
leptospiras patogénicas (HAAKE et al., 2004), e estd ausente nas saprofitas
(PICARDEAU et al., 2008). LipL32 é uma adesina, sendo determinantes mediadores
da invasao de patdgenos bacterianos. Ela liga-se a laminina colageno, fibronectina
e ao plasminogénio (VIEIRA et al., 2010).

As proteinas Lig (tipo lg da leptospiral) também sdo adesinas presentes na
membrana externa, LigA e LigB sé@o encontradas em todas as espécies patogénicas
de Leptospira 0 que sugere que sejam fatores de viruléncia, LigC pode ser
encontrada em algumas espéecies (MATSUNAGA et al., 2003). A proteina LigB
possui afinidade com componentes da matriz como fibronectina, fibrinogénio,
laminina e elastina, que estdo expostas na pele lesionada (CHOY et al., 2007). Choy
et al. 2011 demonstraram que segmentos recombinantes de LigB sdo capazes de
inibir parcialmente a formacdo do tampao de coagulagcédo, por meio da ligacdo ao
fibrinogénio e fibrina 0 que ajuda o microrganismos a sobreviverem e se

disseminarem no hospedeiro (RIVERA et al., 2007).

3.2.EPIDEMIOLOGIA:

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, com uma prevaléncia que
varia consideravelmente entre areas e entre paises sendo mais elevada em regides
tropicais (ACHA ; SZYFRES, 1986). As leptospiras apresentam pouco resisténcia
ambiental sendo rapidamente destruidas pela desidratacdo, sensiveis a
desinfetantes e inibidas em pH acido ( BENITEZ et al., 2010), mas os indices
pluviométricos das regides tropicais favorecem enchentes propiciando locais com
agua estagnada e solo lamacento, isso combinado a um pH levemente alcalino com
salinidade baixa e auséncia de radiacdo ultravioleta garantem condicdes ideais
onde as leptospiroses patogénicas conseguem sobreviver por ate 6 meses, no

entanto, sem se multiplicarem (GOMES, 2015).
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Varios inquéritos sorologicos realizados em caes no Brasil retratam a variabilidade
da distribuicdo de sorovares de Leptospira spp predominantes nas diferentes
localidades. A técnica empregada nos inquéritos € a de soroaglutinacédo
microscopica (SAM), mas variam na quantidade de sorovares testados, dificultando
comparacao de dados. Avila et al. (1998) em 1995 realizaram testes em 425 cées do
Municipio de Pelotas, Estado do Rio Grande do Sul, dessa populacdo 34,80%
foram reatores ocorrendo maior numero de reacdes para 0S sorovares canicola,
icterohaemorrhagiae e copenhageni. No ano 2000, nessa mesma cidade, Jouglard e
Brod (2000) , verificaram uma nova populacédo de 489 cées e obtiveram 2,66% de
positividade com prevaléncias dos sorovares icterohaemorrhagiae, australis,

copenhageni, pyrogenes, sentot e canicola.

Alves et al. (2000) encontraram 20% de reatores em 114 cées da cidade de Patos,
Estado da Paraiba, com destaque para o0os sorovares autumnalis, butembo,
grippotyphosa e australis. Quatro anos depois, Batista et. al.(2004) testaram 130
caes errantes provenientes desta mesma cidade e a prevaléncia foi mantida em
20%, mas os sorovares de maior frequéncia foram autumnalis , pomona |,
grippotyphosa e patoc. Também no estado da paraiba, na cidade de Campina
Grande, Batista et. al. (2005) investigaram a prevaléncia de leptospirose em 285
caes, a prevaléncia encontrada foi de 21,4%, com maior frequéncia dos sorovares

autumnalis, copenhageni e canicola.

A distribuicdo dos sorovares patogénicos da leptospira pode estar associada com a
disponibilidade do hospedeiro de manutencdo (BURR; LUNN; YAM, 2009), o que
explica a variacao geografica. Em conformidade com isso , Mello e Manhoso (2007)
avaliaram aspectos epidemiologicos da leptospirose canina no Brasil e concluiram
gue a doenca apresentou indices variaveis de acordo com o estado e regido do pais.
Os autores também pesquisaram 0s sorovares predominantes em caes de todos 0s
estados, havendo maior registro para o Canicola e Copenhageni, seguido pelo

Icterohaemorrhagiae e Autumnalis.

3.3. TRANSMISSAO
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A transmissdo requer circulacdo enzootica continua do patdgeno entre o0s
reservatérios de animais ou, como comumente referido, hospedeiros de manutencéo
(KO et al., 2009). Os hospedeiros de manutencdo sdo aqueles que apresentam uma
reducdo da resposta soroldgica, sutis sinais clinicos e demorado estado de portador
renal eliminado muitas bactérias na urina. Os hospedeiros acidentais sdo aqueles
gue possuem elevados titulos de anticorpos algutinantes decorrente de uma grave
doenca e um reduzido estado de portador renal (GOMES, 2015).

Os animais podem ser hospedeiros de manutencdo de alguns sorovares e
hospedeiros acidentais de outros, cuja infeccdo pode causar doencas graves ou
fatais. O principal reservatorio para manter a transmisséo enzootica, sao os roedores
(FAINE et al., 1999) , mas os animais domésticos também podem ser reservatorios.
Os caes séo hospedeiros de manutencdo do sorovar canicola (LEVETT, 2001),
bataviae, e possivelmente do bratislava (NELSON; COUTO, 2006), sendo

hospedeiro acidental dos demais.

A fonte de infeccéo da leptospira é o animal infectado que pode transmitir a doenca
direta ou indiretamente. O patdgeno € eliminado principalmente através da urina. A
urina infectada, devido a relacdo anatdbmica dos aparelhos urinario e reprodutor,
acaba contaminando o sémen e secrecdes vaginais possibilitando a transmissao
pela copula ou inseminacdo artificial (FAINE et al.,, 2000). Durante a fase de
leptospiremia, 0 sangue e todas as secrecdes corporais podem conter leptospiras
assim como fetos abortados e as placentas (SCHMITT; JORGENS, 2011). Essas

secrecfes contaminam o ambiente.

A transmissao direta ocorre por exposicfes de animais susceptiveis a animais
contaminados, de forma venéreas ou congénita no momento da gestacdo por via
transplacentaria ou no momento do parto pela via genital e também pode ocorrer
transmissao pelo aleitamento materno (KO et al., 2009; GOMES, 2015). A transicdo
indireta ocorre por exposicdo de animais susceptiveis a ambientes contaminados ,
particularmente durante a temporada de chuva onde enchentes e inundagbes
favorecem a sobrevivéncia do patégeno (SCHULLER et al., 2015) que utilizam
abrasdes, cortes na pele e conjuntiva(CESPEDES, 2005) inclusive a das vias

aéreas(LEVETT, 2001) como portas de entrada .
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3.4.RESPOSTA IMUNE

Por a leptospira ser um organismo extracelular , o mecanismo de interagdo com o
hospedeiro em uma infeccao natural € mediado principalmente pela resposta imune
humoral sendo a imunidade adquirida depende da producdo de anticorpos e da
ativacao da via classica do sistema complemento (KO et al.,, 2009 ). O sistema
imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro, desempenhando
papel crucial no reconhecimento e eliminacdo de leptospiras. O reconhecimento é
realizado principalmente por duas familias de receptores: os receptores semelhantes
ao Toll (TLR, do inglés Toll-like receptor) e os receptores semelhantes ao Nod (NLR,
do inglés Nodlike receptor) (D'ANDON et al., 2014).

Geralmente o dimero TLR4-TLR4 reconhece o LPS da parede celular de bactérias
gram-negativa resultando em uma resposta pro-inflamatoria mediada por citocinas e
guimiocinas (FERRAZ et al., 2011). Porém, o LPS de leptospira ativa macrofagos
humanos através de TLR2 ao invés de TLR4 . Esse reconhecimento diferenciado é
atribuido & composicéo incomum do lipideo A ( QUE-GEWIRTH et al., 2004) e pode
ser uma estratégia da bactéria patogénica para evitar a ativacdo adequada de
células do sistema imune, contribuindo para o estabelecimento da infeccdo em
humanos (PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2017).

A imunidade adquirida tem grande relevancia, uma vez que a dificuldade de
fagocitose por neutréfilos e macrofagos sugere que o0 envelope externo das
leptospiras possuem um componente antifagocitico. Sendo a fagocitose efetiva
principalmente quando o patdégeno encontra-se opsonizado por anticorpos
especificos (KO et. al, 2009 ) . Além disso, essa opsonizagao € capaz de ativar a via
classica do sistema complemento que € um dos mecanismos efetores mais
importantes durante as primeiras horas de infeccdo sendo capaz de intensificar o
processo de fagocitose pelas células do sistema imune inato (CRUVINEL et al.,
2010). Os anticorpos produzidos durante a infeccéo por leptospira sédo direcionados
principalmente contra o LPS bacteriano. A imunidade dos anticorpos anti-LPS é

limitada aos sorovares homaologos ou intimamente relacionados e ndo se sabe se a
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resposta por anticorpos contra outros antigenos além do LPS também conferem
protecéo a outros sorovares (LEVETT, 2001).

Quando o LPS de bactérias gram-negativas é reconhecido pelo TLR4 presente em
macréfagos ou nas células dendriticas é induzido a expressao de genes para a
producao de interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B). Os interferons do tipo | produzidos
induzem a maturacdo das células dendriticas, aumenta a atividade humoral dos
linfécitos B, induzem a diferenciacdo dos linfocitos T CD8, recruta linfocitos e
mondacitos. Além disso, as citocinas inflamatérias liberadas pelas células dendriticas
ativam os linfécitos TCD4 a se diferenciarem em linfocitos Thl (secretam IL-2, IFN-y
e TNF-B) e em linfécitos Th2 (liberam a IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13) (FERRAZ
et al., 2011).

Os peptideos bacterianos da leptospira também podem ser apresentados via MHC
de classe | para linfécitos T CD8, isso porque mesmo sendo patdgenos extracelular
, as leptospiras apresentam um comportamento classico de patdégenos
intracelulares, que € a capacidade de escapar do fagolisossomo para o citosol de
macrofago onde sao reconhecido como enddgenos e apresentadas na superficie da
célula (FRAGA; BARBOSA; ISAAC, 2011; CRUVINEL et al., 2010). Percebe-se que
a resposta do sistema imunologico ao patdgeno é feito tanto pela resposta imune
humoral , sendo esta mais efetiva, quando pela resposta imune celular, que tem o
papel pouco compreendido (FRAGA; BARBOSA,; ISAAC, 2011).

3.5.PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A leptospira penetra na pele lesionada ou nas membranas mucosas dos olhos, nariz
e garganta e rapidamente estabelece uma infeccdo sistémica, superando as
barreiras teciduais e disseminando-se por via hematogéna ( BHARTI, 2003).Essa
primeira fase é chamada de leptospiremia, tem duracdo média de 3 a 10 dias,
lesiona o endotélio vascular, particularmente 0s pequenos vasos sanguineos,
levando a isquemia localizada e resultando em lesdes em varios érgaos (figado,
baco e rins , principalmente) podendo, quando macica, resultar em choque e 6bito
(LANGSTON; HEUTER, 2003 ;GOMES, 2015). O sorovar canicola é adaptado aos
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cdes, que sdo seus hospedeiros de manutencdo (LEVETT, 2001), os cées
infectados tem apresentacdo subclinica e leptospiuria. Ja a infeccdo causada por o
sorovar icterohaemorrhagiae, do qual o cdo € hospedeiro acidental, caracteriza-se
por doencga hemorragica aguda, insuficiéncia hepética e renal (QUINN et al., 2005).

A extensdo dos danos nos 6rgdos internos varia com a viruléncia do organismo e a
suscetibilidade do hospedeiro. A leptospirose nos caes se apresenta com variado
polimorfismo clinico. Os sinais clinicos dependem da idade e imunidade do
hospedeiro, dos fatores ambientais que afetam os microrganismos, da viruléncia do
sorovar infectante e adaptacdo dele ao hospedeiro, além do sistema afetado
(SANTIN et. al., 2006). A insuficiéncia renal progressiva causa anorexia com
consequente perda de peso, letargia, depressao, vomito, febre, polidria, diarreia
(nem sempre), dor abdominal por conta da lesdo dos rins e uremia que propicia
ulceracdes na cavidade oral. Ictericia e diminuicdo dos fatores de coagulacédo podem
ocorrer devido a injuria hepatica e petéquias ou ate mesmo coagulacao intravascular
disseminada em consequéncia da lesdo endotelial (FAINE et. al., 2000; BIESDORF,
et. al., 2008).

A presenca da bactéria na corrente sanguinea estimula o sistema inume do
hospedeiro a produzir anticorpos especificos para o sorovar infectante. Caso ocorra
sobrevivéncia dos microrganismos apos resposta imunoldgica, eles podem alojar-se
em orgédos de tropismo como tubulos renais, utero, olhos e meninges (QUINN et al.,
2005) onde conseguem escapar do sistema imune (ATHANAZIO et al., 2008). A
manutencao do patdégeno no epitélio tubular renal caracteriza a fase de leptospiruria
em gue o agente infeccioso € eliminado na urina do hospedeiro de manutencéo de
forma intermitente por periodo que pode se prolongar por anos (ETTINGER,;
FELDMAN, 2004). Uma explicacdo para que a resposta imune seja insuficiente para
debelar a infeccdo dos tubulos renais e bexiga € que o0 aporte sanguineo nestas
regides é limitado levando & uma menor eficiéncia das imunoglobulinas nestes locais
(FAINE et al., 2000).

3.6.DIAGNOSTICO
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O diagnéstico da leptospirose canina deve ser fundamentado nas informagfes
clinico-epidemiologicas e confirmado por exames laboratoriais (ETTINGER;
FELDMAN, 2004).

3.6.1. Diagnostico Clinico- epidemioldgico

O diagndstico inicial da leptospirose é realizado com base nos sinais clinicos,
avaliacdo do histérico e contexto epidemiolégico (QUINN et al., 2005). Ha& uma
grande diversidade de sinais clinicos em cdaes, pois esses dependem da idade,
imunidade do animal e da viruléncia do sorovar infectante (ADLER; MOCTEZUMA
2010). As infecgOes podem ser de forma aguda ou cronica, levando a ocorréncia de
insuficiéncia renal aguda, disfuncéo hepatica e diatese hemorragica, essas doencas
podem ser consequéncias de outras afeccdes, o que impede que o diagndstico
clinico seja conclusivo (QUINN et al., 2005; ANZAI, 2006 ; BIESDORF, et al., 2008).

3.6.2. Diagnostico laboratorial

3.6.2.1.Patologia clinica
As alteracdes encontradas no hemograma, bioquimica sérica e urinalise ndo sao
exclusivas da leptospirose, porém auxiliam o clinico a avaliar o estado do paciente e
definir o melhor tratamento. Apesar de algumas alteracbes serem consideradas
“classicas” na leptospirose, € importante lembrar que resultados normais nao

excluem a doenca.

As alteracdes hematoldgicas observadas nos casos de leptospirose usualmente sao
leucocitose por neutrofilia e graus variaveis de anemia (ETTINGER; FELDMAN,
2004). A leucopenia pode ser um achado na fase inicial da infec¢do (leptospiremia)
devido a intenso recrutamento das células polimorfonucleares pelos tecidos,
evoluindo geralmente para leucocitose com desvio a esquerda, com a progressao da
doenca. A anemia pode variar de regenerativa, por provavel perda de sangue ou
hemdlise, a anemia arregenerativa, devido a doenca renal ou hepatica crbnica.
Também podem ocorrer hipofibrinogenemia e trombocitopenia, decorrente das
anormalidades de coagulacdo ou coagulacdo intravascular disseminada.
(LANGSTON; HEUTER, 2003; LAPPIN, 2006).
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Os resultados da bioquimica sérica indicam comprometimento renal e hepético. A
funcdo hepética é avaliada mediante testes enzimaticos capazes de detectar a lesdo
nos hepatocitos ou através de testes funcionais que analisam substancias
produzidas pelo figado, como a albumina e substancias que dependem de excrecdo
ou processamento metabdlico como bilirrubinas (LASSEN, 2004). A alanina
aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), a fosfatase alcalina
(FA) e a gama glutamiltransferase (GGT) sé&o as principais enzimas utilizadas para
avaliacdo hepatica (HARTSKEERL et al., 1996).

Tanto a elevacao sérica de AST quanto a de ALT esta relacionada com a leséo de
hepatocitos, no entanto a avaliagdo da ALT € mais sugestiva para injuria hepatica
por essa enzima ter suas maiores concentracdes no figado (LASSEN, 2004; LOPES;
BIONDO; SANTOS, 2007). A FA e GGT sao sugestivas de colestase (KANEKO;
HARVEY; BRUSS, 1997). Nos cédes a GGT apresenta-se em baixas concentracdes,
sendo a FA preferencialmente utilizada (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007) pelo

marcante aumento observado em necrose hepatica (LASSEN, 2004).

Em animais acometidos por leptospirose o aumento da bilirrubina sérica é causado
devido ao processo inflamatério ou fibrose no figado que comprimem os hepatdcitos
levando obstrucéo intrahepatica que comprometem a excrec¢ao da bilirrubina mesmo
ja estando conjugada (BUSH et al., 1994). O figado é o Unico 6rgao responsavel
pela sintese da albumina, que corresponde a 35-50% do total de proteinas séricas
(LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007), portanto a diminuicdo das proteinas totais

devido a diminuicdo da albumina também pode indicar problemas hepéaticos .

A bioquimica sérica de caes com leptospirose revela frequentemente aumento dos
niveis séricos de ureia e creatinina, variando segundo o grau de comprometimento
renal (MILLER et al., 2007). . Um discreto aumento nos niveis de ureia ndo significa
insuficiéncia renal, somente valores acima de 100 a 120 mg/dL s&o significativos ,
iSSO porque a ureia € um mecanismo de excrecdo da aménia, que por sua vez tem
nas proteina sua principal fonte. Sendo assim, um aumento no catabolismo proteico
pode ocasionar aumento na ureia. Ja a creatinina é sintetizada no figado, rins e
pancreas e armazenada no musculo na forma de fosfocreatina, sendo liberada no

processo de contragdo muscular. Por ter produgcdo enddgena, sofre menos
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influéncia de fatores exdgenos e sua depuracdo € considerada um indicador
confidvel da taxa de filtragcdo do glomérulo renal. Assim, alta concentracdo de
creatinina no sangue indica deficiéncia na funcéo renal por sinalizar deficiéncia na
excrecdo (BUSH et al., 1994).

A leséo renal aguda na leptospirose pode ainda ser avaliada por meio da urinélise
onde observa - se geralmente: densidade baixa, glicosuria, proteinuria, bilirrubinadria,
gue normalmente precede hiperbilirrubinemia, acompanhadas de presenca de
cilindros granulosos, e elevagdo de leucdcitos e eritrocitos no sedimento urinério
(LANGSTON; HEUTER, 2003 ). Na insuficiéncia renal aguda, pode ocorrer glicosuria
normoglicémica devido a presenca de lesbes tubulares significativas (COWGILL;
ELLIOT, 2004).

3.6.2.2. Teste de aglutinagdo microscopica (MAT)

O teste de aglutinacéo microscoépica (MAT) € o teste soroldgico padrédo usado para o
diagnostico de leptospirose. As diluicdes seriadas dos soros sdo misturadas com 0s
organismos leptospirais e a maior diluicdo que aglutina 50% dos organismos é
registrada (PICARDERAU, 2013). Um aumento de quatro vezes ou maior, em
amostras pareadas, na MAT é altamente sugestivo de leptospirose (SCHULLER S.,
et al.,, 2015 ). Se néo for feito amostras pareadas, um titulo MAT de 2400 na
presenca de sinais clinicos e historico epidemiolégico compativel € indicativo de
infecao atual (FAINE et al., 1999).

Este teste é baseado na resposta imune do hospedeiro e € um pouco especifico
para sorovar. Tanto os anticorpos IgM quanto os IgG aglutinam leptospiras, mas o
MAT segue mais de perto os titulos de IgM (LANGSTON; HEUTER 2003 ) . O titulo
mais alto é considerado o sorovar infectante, com titulos positivos mais baixos
considerados reatividade cruzada ,sendo que o MAT nao prediz com seguranca o
sorogrupo infectante em animais com infec¢cdo aguda (MILLER et al., 2011) e néo
discrimina entre anticorpos resultantes de infeccdo ou vacinacdo (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010 ). O teste requer microscopia de campo escuro, e o laboratério
deve manter culturas dos varios sorovares testados. Portanto, esse teste geralmente

€ encaminhado para um laboratério comercial.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jsap.12328#jsap12328-bib-0112
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3.6.2.3. ELISA indireto

O ELISA é um teste facilmente padronizado, tecnicamente mais vantajoso que o
MAT e usa uma preparagao antigénica que pode ser preparada rotineiramente em
grandes quantidades (RIBOTTA et al., 2000). O ELISA detecta anticorpos da classe
IgM, que reagem com um antigeno especifico do género amplamente reativo e,
portanto, ndo é adequado para a identificacdo do sorovar ou sorogrupo causador
(MUSSO; LA SCOLA, 2013). Os titulos de IgM aumentam dentro de 1 semana apo6s
a infeccdo e atingem o pico aos 14 dias apoés a infeccdo, enquanto os titulos de I1gG
nao estdo presentes até 2 a 3 semanas apoés a infeccéo e atingem o pico em 1 més.
Sendo assim um titulo alto de IgM sugeriria infeccdo aguda (LANGSTON; HEUTER
2003 ). Apesar de nao ser especifico para cada sorovar, o ELISA é suficientemente
sensivel para ser usado como um teste de triagem inicial para a deteccdo de
anticorpos leptospirais em soros caninos, com subsequente confirmacdo de
resultados positivos com o MAT (RIBOTTA et al., 2000). Souza et al. (2019)
testaram e padronizaram um teste ELISA, utilizando como antigeno o sobrenadante
obtido da centrifugacdo de um pool de 23 sorovares inativados de Leptospira spp.
Nesse teste 0 ELISA apresentou sensibilidade de 95,12% e especificidade de 92,68
%.

3.6.3. Diagnostico por imagem

Forrest et al (1998) revisaram retrospectivamente exames de ultrassonografia
abdominal de 20 cdes com leptospirose confirmada, avaliando as alteracdes renais.
Os achados revelados foram aumento de volume renal, aumento da ecogenicidade
do cortex renal, acumulo de liquido na regido perirrenal, pielectasia discreta e faixas
de ecogenicidade aumentada na regido medular dos rins. As faixas de
ecogenicidade aumentadas na regido, na vivencia dos autores, soO foi observada em
cdes com leptospirose e, portanto, pode ser um sinal ultrassonografico especifico
para essa doenca. Outros alteracbes encontradas ao realizar ultrassonografia
abdominal em animais com diagnostico sorolégico confirmado para leptospirose
foram: aumento e hipoecogenicidade do pancreas, espessamento gastrico e, menos
comumente, da parede intestinal. Esplenomegalia com ecotextura mosqueada, e

discreto aumento de linfonodos abdominais (SYKES et al., 2011).
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Em radiografias toracicas de cdes com leptospirose € possivel observar, nos
pulmdes, padrées que vao de intersticiais nodulares a alveolares mais graves. Esse
padrdo pulmonar esta associado a hemorragia pulmonar, provavelmente devido a
lesdo endotelial e vasculite. O envolvimento pulmonar representa uma complicagéo
grave, causando aumento da fatalidade dos casos, dependendo da gravidade do
desconforto respiratorio (KOHN et al., 2010; BAUMANN; FLUCKIGER, 2001).

3.6.4. Diagnostico molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método in vitro para amplificar
seletivamente uma sequéncia de DNA alvo-especifica (MERIEN et al., 1992). Varios
pares de oligonucleotideos iniciadores para deteccdo das leptospiras patogénicas
por PCR foram descritos (LEVETT, 2001). A PCR & um método mais sensivel no
diagnaostico precoce e cronico, pois sdo capazes de detectar leptospiras no sangue,
antes que os anticorpos sejam detectados (MUSSO; LA SCOLA, 2013). A limitagéo
do diagnéstico da leptospirose baseado em PCR € a incapacidade da maioria dos
testes em identificar o sorovar infectante. Apesar de isto ndo ser importante para o
manejo individual do paciente, a identificacdo do sorovar tem valor significativo
epidemiologico e de saude publica (LEVETT, 2001).

3.7.MEDIDAS DE CONTROLE E VACINAS

A profilaxia é realizada por meio de um programa de vacinacao efetivo, lembrando
gue a imunidade produzida contra a bactéria perdura de seis a oito meses, devendo-
se fazer a revacinacdo anual; porém deve-se vacinar 0s cdes que podem entrar em
contato com a bactéria com maior frequéncia, a cada seis meses A imunizacao é
eficaz em reduzir a prevaléncia e a gravidade da leptospirose canina, mas nao evita
o estado de carreador, nem protege contra a infeccdo por outros sorotipos que nao

estdo contidos na preparacao vacinal (JESUS, 2009).

As vacinas disponiveis atualmente no mercado brasileiro caracterizam-se por serem
provenientes de culturas de leptospiras inativadas acrescidas de adjuvantes
compostas pelos sorovares mais prevalentes em estudos efetuados no pais. Para os

caes encontram-se disponiveis vacinas polivalentes como a 6ctupla (V8) composta
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por dois sorovares (Icterohaemorrhagiae e Canicola), déctupla (V10) com quatro
sorovares (Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa e Pomona), undéctupla
(V11) com cinco sorovares (com o sorovar Conpenhageni a mais que a V10) e a V12
(acrescido pelos sorovares Hardjo e Pyrogenes em relacédo a V11). (CASTRO et al.,
2010).

Além da vacina, 0 manejo sanitario pode reduzir a chance de contaminacao dos
animais. Fazer controle dos roedores; monitorar, tratar e separar os caes infectados;
limpar o ambiente e limitar o acesso dos cdes a areas alagadicas, pastagens
altamente irrigadas, principalmente nos periodos de maior precipitacdo
pluviométrica, sdo medidas essenciais para reduzir as chances de contaminacao
dos animais (HAGIWARA, 2003).

3.8. TRATAMENTO

O tratamento de um céo com leptospirose consiste em duas componentes principais,
a terapia de suporte e a terapia especifica (LANGSTON; HEUTER, 2003).

3.8.1. Terapia especifica do tratamento

A terapia antibidtica é dividida em duas fazes, sendo a primeira direcionada para
eliminar a bactéria da circulacdo sanguinea e a segunda para impedir a fase
leptospirurica, contribuindo para que o animal ndo se torne um disseminador da
doenca através da sua urina ( LANCA, 2012) .Altas doses de penicilina, ampicilina e
amoxicilina podem finalizar a fase da leptospiremia. A bacteremia geralmente é
reduzida poucas horas apdés a administracdo do medicamento. A administracao
precoce inibe a multiplicacdo bacteriana, o que diminui o dano a 6rgdos como o
figado e os rins (LANGSTON; HEUTER, 2003).

A penicilina e seus derivados sdo os antibiéticos de escolha na terapia inicial (
GREENE, 2006). , mas a doxiciclina também ¢é eficaz na eliminacdo da
leptospiremia. A doxiciclina pode ser usada em pacientes com insuficiéncia renal,
pois é predominantemente excretada nas fezes. A tetraciclina € nefrotdéxica e néo
deve ser usada em animais azotémicos (VICENTE; PEREZ-TRALLERO, 2010). A
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recomendacdo para impedir o estado de portador em cdes é um curso de duas
semanas de doxiciclina ,outros antibioticos como eritromicina e aminoglicosideo séo
eficazes, mas os aminoglicosideos ndo devem ser usados enquanto a fungéo renal
estiver comprometida. Cefalosporinas, cloranfenicois e sulfonamidas sdo ineficazes
(LANGSTON; HEUTER, 2003).

3.8.2. Tratamento de suporte

A terapia de suporte para os animais com leptospirose vai depender da gravidade da
infeccdo, da presenca ou ndo da disfuncdo renal ou hepética e de outros fatores
complicantes (GREENE, 2006). A fluidoterapia € uma das primeiras consideracfes
para o tratamento da insuficiéncia renal aguda causada pela leptospirose. Em
animais que apresentam oliguria € indicado o uso de diurese quimica com agentes
osmoticos como a manitol a 10% em 5mL/kg ou o uso de diuréticos tubulares como
a furosemida, sendo a hemodialise outra alternativa para o aumento da
probabilidade de sobrevivéncia nesses casos (NELSON; COUTO, 2006).

O uso de antieméticos e protetores gastricos por via intravenosa pode ser
necessario para tratar a gastrite urémica. Os protetores gastricos sdo a base de
histamina (bloqueadores dos receptores H 2) e incluem famotidina (0,5 a 1 mg / kg
por via intravenosa a cada 24 horas), ranitidina (2,2 mg / kg por via intravenosa a
cada 24 horas) ou cimetidina (2,5-5 mg / kg IV a cada 12 horas). O sucralfato (0,25
a 1 g por via oral a cada 6 a 8 horas) auxilia na cicatrizacdo de Ulceras urémicas
(LANGSTON; HEUTER, 2003).

Quando o pH do sangue persiste abaixo de 7,2 ou a concentracdo sérica de
bicarbonato é menor que 16 mEq / L caracterizando uma acidose metabdlica, o uso
de bicarbonato de sédio é recomendado. A transfusdo sanguinea ou de plasma
pode ser necessaria e deve ser feita com cautela em casos com hemorragias
petequeias e equiméticas que indicam trombocitopenia por vasculite ou CID
(GREENE et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada com os caes atendidos na rotina do HUMV- UFRB. O HUMV
da UFRB foi estabelecido pela Portaria 319/2014, e inaugurado em 4 de abril de
2014. E o principal centro de referéncia em servicos médicos-veterinarios na cidade
de Cruz das Almas e regido. Presta servicos na area de Medicina Veterinaria a
comunidade local, regional e nacional. E desenvolve atividades de apoio ao curso de

Medicina Veterinaria no ambito do ensino, pesquisa e extensao.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB), protocolo n°

23007.00002178/2019-47, seguindo os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal.

4.2. AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue de 44 caes (Canis familiaris) atendidos na
rotina do HUMV- UFRB durante o periodo de dois meses, independendo o motivo da
consulta, sexo ou idade. SO foram coletadas amostras dos cdes cujos tutores
concordaram em participar do estudo e que foram atendidos pelos médicos

veterinarios membros da equipe vigente do HUMV-UFRB registrados no projeto.

Antes de iniciar a coleta, um termo de consentimento e esclarecimento (ANEXO 1)
foi fornecido ao proprietario com o intuito de informa-lo sobre o estudo e
procedimentos que seriam realizados, ap0s autorizacdo procedia-se a coleta das

amostras.

O animal foi contido, com o uso de uma mordaca para impedir sua tentativa de
defesa. O sangue foi obtido de cada animal por puncdo venosa da veia cefélica ou
jugular, com o uso de seringas descartaveis de 3 mL e agulha estéril adequada ao
porte do animal, depois de realizado antissepsia ( GARCIA-NAVARO, 2005) da area
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com algoddo embebido em &lcool a 70%, ndo tendo sido necessario realizar
tricotomia da regiao.

As amostras de sangue foram despejadas cuidadosamente em um tubos sem
anticoagulante, identificadas e levadas sob refrigeracdo ao Laboratério de Doencas
Infecciosas (LDI) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, onde passaram
por centrifugagdo a 3000 rpm, por dez minutos, sendo o soro acondicionado em
tubos tipo eppendorf a 20°C negativos até o momento do exame.

4.3.INQUERITO EPIDEMIOLOGICO E EXAMES COMPLEMENTARES

Os responsaveis pelos caes responderam um questionario epidemioldgico,
elaborado com o intuito de verificar a auséncia ou presenca de algumas praticas e
condi¢Bes que atuem como possiveis fatores de risco para a leptospirose canina. As
primeiras questdes tiveram por objetivo identificar o animal (raca, sexo, faixa etaria)
e estabelecer sua localizacdo ( cidade e bairro) , posteriormente foi questionado
sobre algumas condi¢cdes como acesso a rua, contato com outros animais, presenca
de ratos no domicilio, habito de mexer no lixo , local em que é ofertado agua e
comida e por ultimo foi questionada a cerca do motivo da consulta ao veterinario
naguela ocasido. A entrevista foi realizada face a face. Aplicou-se um questionario
para cada cdo do qual foi colhida a amostra de sangue, mesmo quando
compartilhavam o mesmo tutor. Os dados foram tabulados e elaborados gréaficos

para um melhor entendimento.

Os parametros fisiolégicos foram obtidos com o acesso as fichas de atendimento
clinico do dia da consulta dos animais. Algumas fichas encontravam-se incompletas.
Quanto aos exames complementares foram utilizados aqueles que, por algum
motivo, foram solicitados pelo médico veterinario responsavel pelo atendimento.
Todos os animais tém resultados de hemograma, mas exames como bioquimica

sérica ou exames de imagem foram pouco solicitados.

4.4 ELISA indireto
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O Elisa indireto utilizado foi padronizado no Laboratério de Doengas Infecciosas —
UFRB e publicado por Fernandes et al., 2019 ; Souza et al., 2019. Para obtencao
do antigeno um pool de 23 sorovares de Leptospira spp passou pelo processo de
homogeneizacdo e centrifugacdo que resultou na obtencdo de trés fracdes
antigénicas: sobrenadante 1, sobrenadante 2 e sedimento ( massa) . Nesse ensaio
utilizou-se o sobrenadante inativado pelo calor a 60 °C. Na padronizacédo do teste
com esse antigeno a sensibilidade obtida foi de 95,12% e a especificidade 92,68 %
(SOUZA et al., 2019).

Para realizacéo do teste a primeira etapa foi a sensibilizacdo da placa de ELISA. Em
um tubo falcon foi adicionado 5 ml do tampéo carbonato e 50ul do antigeno . Antes
de acrescer com os 50ul do antigeno (Ag), retirou-se a mesma quantidade do
tampédo fazendo uma diluicdo 1:100. Feito isso, foi colocado 50ul da diluicdo por

poco na placa e levado a geladeira dentro da camera Umida por 16 horas.

A segunda etapa constituiu-se do blogueio da placa. Para tanto se utilizou PBS-T a 5
% e leite em p6 molico, nas quantidades de 10 ml e 0,5g respectivamente. Foi
colocado 100pl da mistura por poco e levado a estufa ( 37 °C) por 2 horas, sempre
dentro da camera Umida. Apos as 2 horas os pocos foram lavados 5 vezes utilizando
PBS-T. Para fazer o PBS-T, utilizou-se agua destilada, NaCl, tampéo fosfato e tween
20.

Dando sequéncia, realizou-se a diluicdo das 44 amostras de soro dos caes
coletados e armazenados previamente. A diluicdo foi 1:100 com a utilizacao de 10 pl
de soro para 1000 pl de molico a 1%. Essa diluicao foi distribuida nos pocos, 50pl/
poco, sendo colocado na estufa a 37 °C por 1 hora, dentro da camera. Apos a

estufa, foi feita a mesma lavagem dos pocos da etapa anterior.

Em seguida, colocou-se o conjugado (anti-imunoglobulina total de cdo produzida em
coelho), 50ul por poco durante 1 hora a estufa. Lavou-se a placa 5 vezes com PBS-
T. Em seguida acrescentou-se 50 ul da solugéo reveladora (10ml de acido citrico
mais 0,00014g de OPD mais 4ul de agua oxigenada (H202)), essa solugéo

necessita ser deixada em contato por 30 minutos ao fim dos quais a reacao foi
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freada utilizando acido sulfurico. Realizou-se a leitura da densidade otica em

espectrofotometro com filtro de 492 nm.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

As informagfes obtidas foram armazenadas em banco de dados da planilha do
Microsoft Excel (versdo 2010), na qual a distribuicdo de frequéncia foi calculada.
Para andlise foram utilizados o teste do Qui-quadrado (a < 0,05 — Exato de Fischer),
mediante software estatistico instat 3.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 44 amostras coletas, 19 deram positivas para leptospirose ao serem testada por
ELISA indireta tendo como antigeno o sobrenadante de um pool de 23 sorovares de
Leptospira spp., gerando uma prevaléncia de 43 %. Prevaléncia de 30%
(AZEVEDO, 2015) e de 34% (MATOS,2 2015) foram encontradas em levantamentos
sorolégicos para leptospirose realizados em anos anteriores no municipio de Cruz

das Almas- Ba, local em que se localiza o HUMV-UFRB .

Nesse levantamento sorologico foi utilizado o teste ELIZA indireto . O ensaio evita a
necessidade de manutencdo de culturas vivas e é passivel de automacdo o que
possibilita a realizacao de forma rapida e pratica (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Por
esse motivo, novos testes ELISA indireto vém sendo elaborado e testados. O teste
ELISA utilizado nesse trabalho ao ser testado por Souza et al. ( 2019) obteve
excelente desempenho com relacdo a sensibilidade (95,12% ) e especificidade
(92,68%) conseguindo discriminar as amostras de animais tidos como infectados

das de animais nao infectados.

Como o ELISA detecta anticorpos IgM produzidos em resposta a LipL 32, um
antigenos especifico do género e amplamente reativo , ndo é um teste adequado
para a identificacdo do sorovar ou sorogrupo causador (MUSSO; LA SCOLA, 2013).
Essa limitacdo em identificar o sorovar infectante € comum a outros testes
diagnostico; apesar de a identificacdo do sorovar ter valor significativo
epidemiologico e de saude publica, ndo € relevante para o manejo individual do
paciente (LEVETT, 2001). E assim dependendo do intuito, como por exemplo, para

tratamento rapido de animais infectados, € suficiente a realizacdo do ELISA indireto.

Em relacdo aos resultados da associacdo entre as variaveis epidemiologicas e a
deteccédo de anticorpos anti-leptospira, o parametro que revelou significancia quando
contrastada com a soropositividade para leptospirose foi o sexo, sendo que as
outras variaveis ndo apresentaram diferenca significativa (Tabela 1). A porcentagem
dentre caes machos foi significativamente maior, corroborando 0s mesmos
resultados verificados por outros autores (MODOLO et al. 2006; AGUIAR et al.,
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2007; KIKUTI et al., 2012). Uma explicacao para esse resultado é o comportamento

sexual do macho, lambendo e cheirando a genitalia da fémea, e pelo habito de

marcacgao territorial, cheirando a urina de outros animais (MODOLO et al., 2006).

Esses comportamentos 0s tornam mais susceptiveis por a urina ser um dos

principais meios de eliminacdo da bactéria (FAINE et al., 2000).

Tabela 1- Significancia (a < 0,05) da associagédo das variaveis epidemiolégicas e a

deteccdo de anticorpos anti-leptospira ao teste ELISA indireto realizado nos cées

atendidos no HUMV- UFRB no periodo de dois meses.

Variaveis Sorologia positiva Sorologia negativa Total p-valor
IDADE
2 meses a 5 anos 4( 9%) 13 (1 30%) 17 ( 39%) 0.0605
> de 5 anos 15 (34 %) 12 ( 27%) 27 (61%)
SEXO
Macho 12 (27%) 7 (16%) 19 ( 43%)

0.0316*
Fémea 7 (16 %) 18 (41%) 25 (57%)
RACA
SRD 11( 25%) 12 ( 27%) 23 ( 52%) 0.5567
Raca definida 8 (18 %) 13 ( 30%) 21 (48%)
CONTACTANTES
Sim 15 (34%) 23 ( 52%) 38 ( 86%) 0.377
N&o 4 (9 %) 2 (5%) 6 (14%)
ACESSO A RUA
Sim 7 (16%) 11( 25%) 18 (41%)

0.7600
Nao 12 ( 27%) 14 ( 32%) 26 (59%)
PRESENCA DE RATOS
Sim 10 ( 23%) 15 (34%) 18 (41%)

0.7609
Nao 9 (20%) 10 ( 23%) 26 (59%)
FATORES AMBIENTAIS FAVORAVEIS
Sim 8 (18%) 9 (20%) 18 (41%)

0.7600
Nao 11 ( 25%) 16 ( 36%) 26 (59%)
MEXE NO LIXO
Sim 6 ( 14%) 8 (18%) 14 (32%) 1
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N&o 13 ( 30%) 17 ( 39%) 30 (68%)
RECOLHE O RESTO DE COMIDA

Sim 6 ( 14%) 10 ( 23%) 16 (36%) .
N&o 13 ( 30%) 15 (34%) 28 (64%)

TOTAL 19 (43%) 25 (57%) 44 (100%)

*p < 0,05. Fonte: elaboracao da autora

No presente estudo, os animais com idade inferior ou superior a 5 anos mostraram-
se igualmente reagentes, sem diferenca significativa. A idade n&o representou um
fator de risco apesar de este ter sido um dos parametros que chegou mais perto da
significancia (P- valor 0.06 ), com uma maior porcentagem para animais mais velhos.
Outros autores verificaram maior frequéncia, com significancia, em animais de maior
idade (BATISTA et al., 2005; AGUIAR et al., 2007 ) , o que pode ser explicado pela
maior oportunidade de exposicdo ao agente entre os animais mais velhos. No
entanto Kikuti et al. (2012) apresentaram resultados que corroboram com a néo
relacdo estatistica da idade com a infeccéo, assim como a raca que também nao

teve relagcdo em nossa pesquisa.

Fatores ambientais como presenca de lixo, esgotos a céu aberto e depdsitos de
materiais descartados, propiciam a presenca de roedores (HAGIWARA, 2003), além
disso, locais em que ocorrem enchentes ou alagamento garantem condi¢des para a
sobrevivéncia da Leptospira spp. no ambiente (GOMES, 2015). Assim resposta
positiva a presenca de um ou mais desses fatores foram agrupados em “fatores
ambientais favoraveis”, que em nosso trabalho, estatisticamente n&do apresentou
significancia em relacdo a sorologia positiva destoando dos resultados de Batista et
al. (2005) cujas analises mostram que enchentes € um fatores de risco para a

leptospirose com p-valor de 0,039.

Com relacdo aos outros parametros analisados como fatores de risco, ndo se
confirmou associagao estatistica com variaveis que normalmente estao relacionadas
a ocorréncia da doenca, como o tipo de confinamento do animal e a presenca de
roedores (FREIRE; DE FREITAS , 2003; LOPES et al.,2005) . Essa auséncia de
associacdo pode ser justificada pelo fato de que as respostas obtidas dos

proprietarios ndo sao totalmente confidveis, uma vez que as pessoas podem
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esquecer ou mesmo ocultar fatos que consideram indesejaveis (como presenca de
roedores em casa), 0 que torna muitas vezes inconclusivas as informacdes obtidas

nos questionarios.

Os dados clinicos e exames complementares coletados nos animais que fizeram
parte da pesquisa foram simplificados e apresentados em tabela (Tabela 2).
Paramentos como temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria faram
classificados em diminuida, normal ou aumentada tendo como base valores

fisioldgicos descritos por Feitosa (2000).

Tabela 2 - Paramentos fisicos e exames complementares dos animais submetidos
ao teste ELISA indireto.

Exame fisico Total Sorologia positiva Sorologia negativa
TEMPERATURA
Hipotérmico 2 caes 1 céo 1 céo
Normotérmico 25 cdes 10 cdes 15 caes
Hipertérmico 5 cées 1 céo 4 cées
N&o aferiu 12 cées 7 cées 5 cées
FC
Bradicardia 0 0 0
FC fisioldgica 38 cées 16 cées 22 cées
Taquicardia 0 0 0
N&o aferiu 6 caes 3 cées 3 caes
FR
Bradipneia 2 caes 0 2 cdes
Eupneia 23 caes 9 cdes 14 cées
Taquipneia 10 cées 6 cdes 4 cdes
N&o aferiu 9 cées 4 cées 5 cées
LINFONODOS
Reativos 19 cées 10 cées 9 cdes
N&o reativos 25 cées 9 cdes 16 cées
HEMOGRAMA

Com alteracéo 34 cées 16 caes 18 cées




37

Sem alteracao 10 caes 3 caes 7 caes
BIOQUIMICO
Com alteracéo 9 cées 4 cées 5 cdes
Sem alteracao 0 0 0
Nao realizado 35 caes 15 cées 20 cdes

Fonte: elaborac&o da autora

A temperatura foi aferida em 72,7 % dos caes participantes da pesquisa, que
apresentaram em sua maioria ( 78,1 %) normotérmia. A febre é um das sindromes
gue pode ocorrer em animais com leptospirose, ndo sendo patognomdnico, um dos
seus sintomas € a hipertermia decorrente da resposta imune do hospedeiro ao
patogeno (FAINE et. al., 2000). Dos animais que tiveram a temperatura aferida 15,6
% apresentavam hipertermia, com a temperatura muito proxima do fisiologico,
lembrando que os valores fisioldgicos utilizados séo validos para animais mantidos
em repouso e em temperatura ambiente moderada (FEITOSA, 2000), e que os caes
estavam sendo manipulados podendo ainda ter havido interferéncia da temperatura
ambiente ao serem transportados. Mesmo que a hipertermia ndo tenha sido causada
por essas alteracbes, apenas 20% (um c&o) dos animais com hipertermia

apresentaram sorologia positiva.

Todos os cées que tiveram a frequéncia cardiaca registrada (81,8 %) encontravam-
se com os valores dentro do padrao fisiologico. A frequéncia respiratéria registrada
apresentou variacdes ao fisioldgico tanto com bradpineia (5,7 %), como com
taquipneia (28,6%). Os registros de taquicardia muitas das vezes vieram
acompanhados da observagao “animal ofegante”, o que pode ser causado por medo
do animal em se encontrar sendo manipulado por pessoas e em local diferente do

seu habitual.

O hemograma foi realizado em todos os animais da pesquisa. 84, 2 % dos céaes
com sorologia positiva apresentaram alteracdo no hemograma. A principal alteracéo
encontrada foi anemia normocitica, normocrémica com presenca de elementos que
revelam regeneragdo ou resposta medular, que sao: reticulocitose, anisocitose e
policromasia. A regeneracdo, portanto, pode ser recente uma vez que Sao
necessarios dois a trés dias para uma resposta regenerativa tornar-se evidente no

sangue (GONZALEZ:; DA SILVA, 2008). Animais com leptospirose podem apresentar



38

anemia regenerativa, por provavel perda de sangue ou hemdlise, ou anemia
arregenerativa, devido a doenca renal ou hepética crénica (LANGSTON; HEUTER,
2003; LAPPIN, 2006).

No leucograma apenas um animal positivo apresentou alteracdo que foi leucopenia
por neutropenia. Apesar de esta alteracao ser descrita na literatura como possivel
achado na fase inicial da infeccao (leptospiremia) devido a intenso recrutamento das
células polimorfonucleares pelos tecidos (LANGSTON; HEUTER, 2003), ela também
é facilmente explicada quando analisado o estado geral do animal em questédo, cuja
queixa principal para que fosse trazido ao atendimento clinico consistiu em les6es
na pela com aspecto inflamatorio, ndo sendo portanto a alteracdo no hemograma

obrigatoriamente associada a soropositividade para leptospirose .

O bioquimico foi um exame complementar pouco solicitado tendo resultados apenas
para 20,5 % dos cdes da pesquisa. Dois dos cades com sorologia positiva tiveram
resultados nesse exame que chamaram a atencdo por serem sugestivos para
problema em o6rgdos que geralmente sdo acometidos em caes dom leptospirose.
Esses dois animais ainda foram submetido a exame de ultrassonografia abdominal e

os laudos auxiliaram na confirmacéo de alteracdes nesses 6rgaos

O primeiro céo tinha como queixa principal episodios de vomitos, diarreia, hematuria
e possivel cistite. Apresentava anemia arregenerativa e no bioquimico foi observado
reducdo da relacdo albumina:globulina com proteinas totais altas e albumina
reduzida; como a albumina é produzida pelo figado sugere-se alteracado nesse 6rgéo
(LASSEN, 2004; LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007) . O nivel de ureia no sangue
apresentava valor elevado, mas o de creatinina ndo apresentava alteracdo ; a ureia
€ um mecanismo de excrecdao da amobnia, que por sua vez tem nas proteina sua
principal fonte, um discreto aumento nos niveis de ureia nao significa insuficiéncia
renal principalmente se ndo vem acompanhado com alteragcbes nos valores da
creatinina que por sofrer menos influéncia de fatores exdgenos é considerada um
indicador mais confiavel da taxa de filtragdo do glomérulo renal (BUSH et al., 1994).
No entanto, na ultrassonografia os rins deste cdo encontravam-se com
espessamento da cortical e presenca de sinal medular tendo como possiveis causas

a senilidade ou doenca renal cronica.
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O segundo cao tinha como queixa principal a perda de apetite com consequente
perda de peso. O animal apresentava anemia arregenerativa e valores quatro vezes
maiores do que o fisiol6gico de creatinina e valores de ureia trés vezes maiores. No
laudo ultrassonogréfico os calices renais apresentando hiperecogenicidade e os rins
cortical afilada e que é indicativo de lesdo e atrofia renal irreversiveis estando
associada a um pior prognoéstico (YAMASHITA, 2015). Forrest et al (1998) ao
avaliando as alteracdes renais em ultrassonografia de caes com leptospirose
confirmada, encontraram aumento de volume renal, aumento da ecogenicidade do
coértex renal, acumulo de liquido na regido perirrenal, pielectasia discreta e faixas de
ecogenicidade aumentada na regido medular dos rins, sendo essa ultima descrita
pelos autores como um achado especifico para essa doenca, ndo tendo sido
relatado nada similar nesse caso, nao sendo confirmado que o problema renal esta
ligado a sorologia positiva uma vez que o animal é senil ( 10 anos) e nao teve

acompanhamento veterinario durante a vida .

A soropositividade, sozinha, ndo confirma a doenca e sim a exposi¢cao ao patégeno
gue gera uma resposta imune por pare do hospedeiro. Um diagndstico inicial da
leptospirose € realizado com base nos sinais clinicos, avaliacdo do histérico e
contexto epidemioldgico (QUINN et al., 2005), apds a suspeita a confirmacédo pode
ser feita com a solicitacdo de exames laboratoriais (ETTINGER; FELDMAN, 2004).
Os animais submetidos a esse estudo, em nenhum momento, apresentaram como
suspeita ou diagnostico diferencial a doenca leptospirose. Mesmo apds os resultado

do ELISA indireto , os animais ndo foram submetidos a tratamento especifico.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com esse trabalho demostram que os caes da regido do
Recbncavo estdo expostos ao patdogeno Leptospira spp. ndo necessariamente

estando doentes.

A confirmacéo da infeccdo com base em sinais clinicos e exames complementares é
dificultada pelo polimorfismo clinico da leptospirose em cées e por as alteracdes, se

presente, serem comuns a outra afecgdes.

A epidemiologia também n&o se mostrou Util, uma vez que nem sempre as mesmas

variaveis sao significantes.

A nao confirmacgéo clinica- epidemiolégica faz com que se hesite em utilizar um
tratamento a base de altas doses de antibidticos ao obter soropositividade utilizando
testes diagnostico ndo estabelecidos, mesmo quando possuem alta sensibilidade e

especificidade .
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
LEPTOSPIROSE

TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO

TERMO DE ESCLARECIMENTO:

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa “Prevaléncia
da Leptospirose Canina nos caes atendidos pelo Hospital Universitario de

Medicina Veterinaria- UFRB”, sob responsabilidade do professor Robson Babhia, do
curso de Medicina Veterinaria na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB.
O objetivo do presente trabalho é verificar a prevaléncia de animais acometidos pela
Leptospirose na cidade de Cruz das Almas, Bahia. Sua participacdo € de carater
voluntario ndo obrigatorio, e contribuird de forma significativa no registro dos casos da
doenca em questdo e na adocdo de medidas de controle e prevencédo na area da saude
humana e animal. E garantida a confidencialidade das informacbes geradas e a sua
privacidade sobre as respostas da pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO:

Ciente do projeto que foi anteriormente exposto, eu

, estou de acordo em
participar desta pesquisa, autorizando assim o0 uso do resultado da mesma para
publicacdes cientificas a respeito do tema, assinando este consentimento em duas vias,
ficando com a posse de uma delas.

Cruz das Almas , de de 20

Assinatura



48

ANEXO 2

Inquérito epidemioldgico
Nome do tutor:
Contato:
RG do animal;

1. Endereco:
Cidade:
Bairro:

2. Sexo: () Macho ()fémea

3. Racga:

4. |dade:

5. Contactantes: () sim () ndo
Se sim, quais espécies:

6. Acesso a rua: ()sim () nao
7. Presenca de roedores: () sim () nao

8. Presenca na rua de:
()Entulho.

() casa abandonada.

() &gua empossada.

() &rea com vegetacéo

() esgoto da casa ligado a rede.

9. O animal tem costume de mexer no lixo?
() SIM () NAO

10. Sobre o pote de racao e agua:

U Local: () dentro da casa () fora ( quintal ou aria)
1 ( )alimentagao a vontade ( )obedece horarios.

[J Sao recolhidos a noite? () sim () ndo

Motivo da consulta:




