UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS

DIANA DE OLIVEIRA SILVA AZEVEDO

AVALIACAO SORO-EPIDEMIOLOGICA DA LEPTOSPIROSE CANINA
DE AMOSTRAS COLETADAS EM BAIRROS RESIDENCIAIS DE
CRUZ DAS ALMAS-BA, BRASIL

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
JULHO - 2016



DIANA DE OLIVEIRA SILVA AZEVEDO

AVALIACAO SORO-EPIDEMIOLOGICA DA LEPTOSPIROSE CANINA
DE AMOSTRAS COLETADAS EM BAIRROS RESIDENCIAIS DE
CRUZ DAS ALMAS-BA, BRASIL

Trabalho de conclusao submetido ao Colegiado
de Graduacdo de Medicina Veterinaria do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia como requisito parcial

para obtencédo do titulo de Médico Veterinario.

Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira
Co-orientador: Prof. MSc. Marcus Paulo de

Matos Maturino

CRUZ DAS ALMAS - BA
JULHO - 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
COLEGIADO DE MEDICINA VETERINARIA
CCA106 — TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

COMISSAO EXAMINADORA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

DIANA DE OLIVEIRA SILVA AZEVEDO

AVALIACAO SORO-EPIDEMIOLOGICA DA LEPTOSPIROSE CANINA DE AMOSTRAS
COLETADAS EM BAIRROS RESIDENCIAIS DE CRUZ DAS ALMAS-BA, BRASIL

b 4

z,; ,‘L /1{/ '4 i // / > / /7
Prof. MSc. Marcus Paulo de Matos Maturmo
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

RIS

N\ Profa. [\)_§& Flavia Santin
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof. DSc. Ricardo Mendes da Silva

Cruz das Almas, 22 de julho de 2016.



Autorizo a reproducédo parcial ou total desta obra, para fins

académicos, desde que citada a fonte.



DEDICATORIA

A meus pais, Elza de O. S. Azevedo e Roque
da S. Azevedo, a meu irmdo Diego, as minhas
tias, Leda, Leticia, Rita, Suelma e Zete, a meu
noivo Lucas, por todo apoio e amor
incondicional.



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu principal motivador, por estar ao meu lado em todos os momentos, me

concedendo sabedoria e forgas para realizar este sonho.
A toda minha familia, pelo apoio, carinho e torcida, em especial a meus pais Roque
e Elza, por terem me ensinado a lutar diante das adversidades da vida, a eles devo

meu carater, minha ética como pessoa e profissional.

A meus amigos, Bianca, Caline, Delcivan, Flavia, Gabriel, Jaiala, Keila, Lourival,

Luana, Pedro, Sénora e William, pelas risadas, resenhas e ajuda nos estudos.

A meu amor Lucas, com sua compreensao e disposi¢cdo a me ajudar.

A meus orientadores, Alexandre Morais Pinheiro e Robson Bahia Cerqueira,
pessoas de grande conhecimento, que me acolheram durante esses anos, abrindo
portas.

A todos os outros professores, profissionais e colegas. Por mais que nédo saibam
desta pequena lembranca, foram grandes alicerces da construcdo de minha

formacdo profissional.

Ao grupo de pesquisa Gpisv, por todo conhecimento compartilhado e por se

mostrarem pessoas fundamentais nessa pesquisa.

Aos funcionérios, Ana Paula e Roque Antdnio Menezes, por grande auxilio durante a

pesquisa.

Aos membros da banca examinadora deste Trabalho de Conclusdo de Curso.

Muito obrigada!!!



EPIGRAFE

“Porquanto é o SENHOR quem concede sabedoria,
e da sua boca procedem a inteligéncia e o

discernimento”. Provérbios 2:6



RESUMO

A leptospirose € uma enfermidade infectocontagiosa, cosmopolita, ocasionada por
espiroquetas antigenicamente distintas da bactéria Leptospira interrogans.
Roedores, pequenos carnivoros e animais domeésticos séo reservatorios conhecidos
dessa enfermidade. Os cées representam um importante elo na transmissdo da
leptospirose, visto que, aparentemente sadios, podem albergar leptospiras e elimina-
las no meio ambiente, propicio a disseminagdo para outras espécies, inclusive aos
seres humanos. Com o objetivo de se conhecer a prevaléncia sorologica anti-
leptospirica em cédes de Cruz das Almas - BA e os fatores de risco para essa
zoonose, foram coletadas amostras de sangue de 200 caes. A prova diagndstica
utilizada foi a Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), testando-se 19 sorovares,
considerando-se reagente a partir do titulo 2100. Das 200 amostras testadas, 60
(30%) foram reagentes, sendo o sorovar javanica (6/60) de maior prevaléncia.
Outros sovares encontrados foram: castellonis, hardjo, sejroe, tarassovi (3/60);
icterohaemorrhagiae, canicola, grippotyphosa, cynopteri, panama, pyrogenes, patoc,
hebdomadis (2/60) e copenhageni, pomona, bataviae, autumnalis, wolffi (1/60). Em
relacdo a andlise do questionério epidemiolégico, apenas a variavel idade (OR= 2,5;
p= 0,022) foi significativamente associada a presenca de anticorpos anti —
Leptospira. Ao incorporar cada uma das variaveis em estudo com a idade,
encontrou-se significancia estatistica para presenca de roedores (OR= 2,19; p=
0,020), acesso a rua (OR= 1,88; p= 0,029) e 0 ndo uso de raticida (OR= 1,63; p=
0,044). Os resultados demonstram que a sororeatividade dos cées representam

risco de disseminacao da leptospirose para outros animais e para o ser humano.

Palavra-chaves: leptospirose, cdo, soroaglutinacdo microscopica, analise de risco.



ABSTRACT

Leptospirosis is an infectious disease, cosmopolitan, caused by spirochete
antigenically distinct from the Leptospira interrogans bacterium. Rodents, small
carnivores and domestic animals are known reservoirs of the disease. Dogs are an
important bond in the leptospirosis transmission, as apparently healthy, may housing
leptospires and eliminating them in the environment, providing the spread to others
species, including humans. With aim of knowing the serologic anti-leptospira
prevalence in Cruz das Almas (BA)" dogs and risk factors for this zoonosis, blood
samples were collected from 200 dogs. The diagnostic test used was Microscopic
agglutination test (MAT), by testing 19 serovars, considering reagent as from the
titration superior or equal than 100. From the 200 samples tested, 60 (30%) were
positive, and the javanica serovar (6/60) the most prevalent. Others sovares found
were: castellonis, hardjo, sejroe, tarassovi (3/60); icterohaemorrhagiae, canicola,
grippotyphosa, cynopteri, panama, pyrogenes, patoc, hebdomadis (2/60) and
copenhageni, pomona, bataviae, autumnalis, wolffi (1/60). About the analysis of the
epidemiological questionnaire, only the age (OR= 2,5; p= 0,022) variable was
significantly associated with the presence of Leptospira antibodies. By incorporating
each of the study variables with age, there was statistical significance for rodents
presence (OR = 2.19; p = 0.020), street access (OR = 1.88; p = 0.029) and not
rodenticide using (OR = 1.63, p = 0.044). The results shows that the seroreactivity by
the dogs representes leptospirosis dissemination risk for other animals and humans.

Keyword: leptospirosis, dog, microscopic agglutination, risk analysis.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose com distribuicdo mundial, tendo sido descrita
em todos os tipos de vertebrados de sangue quente, especialmente caes. O
principal reservatorio da Leptospira spp. ho meio urbano é reconhecidamente o rato,
particularmente o Rattus norvegicus, que a abriga de forma permanente,
principalmente os membros do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, sendo capaz de
elimina-los de forma intermitente e por longos periodos pela urina (FERNANDES, et.
al, 2013).

No entanto, entre os animais domésticos, 0os caes assumem o papel de
importante fonte de infeccdo, pela proximidade com os seres humanos e pela
capacidade destes em eliminar leptospiras vivas através da urina, mesmo sem
apresentar nenhum sinal clinico (NEGRAO; GONCALVES, 2012).

A prevaléncia desta enfermidade em cées é influenciada por vérios fatores,
dentre eles, os indices pluviométricos e a presenca de roedores, justificando a alta
taxa de ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (WASINSKI; DUTKIEWICZ,
2013), visto que essas condi¢cdes ambientais elevam a sobrevivéncia da bactéria, o
que aumenta o risco de exposicdo e infeccdo de animais susceptiveis e seres
humanos (OLIVEIRA et al., 2010).

A transmissdo depende das condicbes favoraveis a sobrevivéncia da
leptospira no meio, do nimero de animais portadores e da disponibilidade de
animais susceptiveis na populacdo, do tempo que esses animais positivos
permanecem como reservatorios e do grau de contato entre os hospedeiros de
manutencao e hospedeiros acidentais (LEVETT, 2004).

O diagnéstico da leptospirose é realizado pela reacdo soroaglutinacao
microscépica, embora seja uma forma indireta, € o método de referéncia para a
deteccado da infeccdo em homens e animais (LEMOS et al., 2010; TEIXEIRA, M.A. et
al.,2008). Ele é capaz de detectar IgM e IgG e permite a identificagdo do sorogrupo
infectante, mas néo discrimina se 0s anticorpos produzidos sao decorrentes de uma
infec¢@o ou de uma vacinagédo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Aléem dos resultados sorolégicos, é importante a avaliacdo dos fatores de

rsco aos quais 0s caes estdo expostos, que justificam a sua importancia como
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reservatérios e fontes de infeccdo para o homem, permitindo, assim, um
direcionamento racional das medidas de prevenc¢éo (AZEVEDO et al., 2011).

Seu tratamento consiste na administracdo de antimicrobianos que eliminem a
fase leptospirémica, e subsequentemente, a fase leptospirdrica. O controle e a
prevencdo baseiam-se em ac¢des de educacdo em saude da populacdo, melhorias
nas suas condi¢des sanitarias e monitoramento dos reservatorios envolvidos no ciclo
da doenca. E também na utilizacdo de vacinas multivalentes, que contém mais
sorotipos de Leptospiras, propiciando um amplo espectro de protecdo aos animais
(SOEK, 2012).

Tendo em vista a gravidade da leptospirose e a sua importancia como
zoonose, este trabalho teve como objetivo verificar a soroprevaléncia da leptospirose
em caes provenientes de quatro bairros do municipio de Cruz das Almas — BA, bem

como avaliar os fatores de risco relacionados aos animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A leptospirose é ocasionada pela bactéria do género Leptospira, familia
Leptospiraceae, ordem Spirochaeles (GOMES, 2013). Sao organismos gram
negativos, em formato de S ou C (LEFBVRE, 2003). Greene et al. (2006) relatam
que possuem as seguintes caracteristicas: sdo espiroguetas, espiraladas, flexiveis e
moveis, constituidas por um cilindro protoplasmético que se enrola em volta de um
filamento axial central, seu envelope externo € composto por lipopolissacarideos
(LPS) e mucopeptideos antigénicos, sdo micro-organismos aerébios obrigatorios,
medindo usualmente de 6 a 20 ym de comprimento e de 0,1 a 0,2 ym de diametro e
apresentando as extremidades dobradas ou em forma de gancho (Figura 1). Por
causa de seu diametro pequeno, as leptospiras sao melhor visualizadas por
microscopia de campo escuro, aparecendo como ativas espiroquetas com motilidade
(Figura 2) (LEVETT; HAAKE, 2009).

Figura 1 - Micrografia eletrdnica de Leptospira biflexa

Fonte: STEWART et al., 2012
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Figura 2 - Leptospiras vistas em microscopia de campo escuro - aumento de 1000x

Fonte: LEVETT; HAAKE, 2009

A motilidade desta bactéria estd a responsabilidade dos filamentos axiais:
associados a parte interna da membrana, contraem periodicamente, gerando
rotacao da espiral e, portanto, movimento (QUINN, et al., 2005).

Sao organismos extracelulares, vulneraveis ao dessecamento, isto é, ndo
sobrevivem em locais sem agua. Quando disseminadas na agua, na lama ou na
terra Umida, podem sobreviver por até trés meses. Além de néo sobrevirem a falta
de agua, também sdo muito sensiveis aos desinfetantes (MARCELINO; LAFETA,
2011), como por exemplo, hipoclorito de soédio, &lcool, compostos de iodo e
glutaraldeidos (FOSSUM, 2014).

O género Leptospira foi dividido anteriormente em duas espécies: Leptospira
interrogans que compreende todas as estirpes patogénicas, e Leptospira biflexa,
compreendendo leptospiras saprofitas isoladas do ambiente (RODRIGUES, 2008).

Ambas as espécies foram dividas em distintos sorovares fundamentado nas
diferencas estruturais dos carboidratos que compdem a cadeia lateral do LPS
através da prova de absorcdo de aglutinacdo cruzada (CAAT — Cross agglutination
absorption test). (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

A partir desta classificacdo, foram identificados acima de 260 sorovares

entre a L. interrogans e mais de 60 sorovares entre a L. biflexa. Cada um destes
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sorovares tem uma cepa referéncia, a exemplo da cepa RGA que é a cepa
referéncia para o sorovar icterohaemorrhagiae (VIJAYACHARI et al., 2008).

Outra classificagcdo € a genotipica, relaciona-se na hibridizacdo do DNA-
DNA, a partir desta foram determinadas vinte espécies entre leptospiras patogénicas
e nao-patogénicas. A classificacdo baseada no genoma permitiu demonstrar a
variabilidade genética deste género. Entretanto, a divisdo embasada na
antigenicidade ainda ¢é utilizada em virtude da sua relevancia clinica e
epidemioldgica (BHARTI et al., 2003).

2.2 CARACTERISTICAS DE CULTIVO E CRESCIMENTO

As leptospiras sdo organismos obrigatoriamente aerdbias e crescem numa
temperatura de 28° a 30°C e pH 7,2 a 7,6 (LOMAR et al., 2002; QUINN et al., 2005).
Em condi¢Bes de cultivo em laboratorio, ndo utilizam acucares ou aminoacidos como
combustivel energético, apesar de possuirem em seu genoma os genes codificantes
para todas as enzimas componentes da via glicolitica (NASCIMENTO et al. 2004).

O carbono e energia utilizada séo acidos graxos de cadeia longa com mais de
15 carbonos, dos quais grande parte da energia, se nao inteiramente, é obtida da {8 -
oxidacao (FAINE, et al., 1999).

As leptospiras séo cultivadas in vitro em meios de cultura artificiais, porém a
disponibilidade de CO, e acidos graxos de cadeia longa sédo essenciais. O meio de
cultivo mais usado € o Ellinghausen-McCullough-Jonhson-Harris (EMJH), que possui
tweens — acidos graxos complexados a sorbitol — como fonte de carbono, e albumina
sérica bovina (BSA) como agente detoxificante (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

O crescimento das leptospiras € muitas vezes retardado no isolamento
primario e as culturas tém de ser mantidas por cerca de treze semanas antes de
serem descartadas. O crescimento no cultivo semissolido (com 0,1 a 0,2% de agar)
atinge uma concentracdo numa zona abaixo da superficie do meio, que se torna
crescentemente turva com a incubagdo. Esse crescimento esta relacionado com a
tensdo Otima de oxigénio, conhecida como anel ou disco de Dinger. Sao catalase

positivas e oxidases negativas (GOMES, 2013).
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S&o mantidas em meio semi-sélido com repiques periédicos para novo meio
de cultura, de trés em trés meses. Sua delicadeza impede a visualizagdo ao
microscopio Gptico comum, exigindo o0 emprego de microscopia de campo escuro ou
de contraste de fase, o que inviabiliza o diagndéstico pelo Gram, podendo ser
evidenciadas por técnicas de impregnacdo pela prata (método Fontana), ou pelo
emprego de ensaio imuno-histoquimico (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

As bactérias apresentam periodo de formacao longo, variando de trés horas
para espécies saproéfitas e oito a dezoito horas para espécies patogénicas, e 0

crescimento em meio de cultivo pode ser de dois a trinta dias (FAINE et al., 1999).

2.3 ASPECTOS ANTIGENICOS

As leptospiras sdo bactérias gram-negativas, mas com a camada de
peptidoglicano unido a membrana citoplasmatica interna e justaposto pela
membrana externa (GOMES, 2013). Distribuidos na membrana externa possuem o
LPS similar aos de outras bactérias gram negativas (ADLER e MOCTEZUMA, 2010),
porém com atividade endotéxica menor (GOMES, 2013).

Os LPSs sédo compostos por trés segmentos ligados covalentemente: lipideo
A, core e antigeno O. A por¢cdo do lipideo A é conservado e ancora o LPS a
membrana externa celular. O core € uma porcao polissacaridica que forma uma
regido intermedidria e mais externamente localiza-se o antigeno O, que consiste em
grupos polissacaridicos altamente varidaveis, sendo considerado o principal agente
antigénico dos LPSs das bactérias gram-negativas (FAINE et al., 1999).

Existem cerca de doze proteinas presentes na superficie das leptospiras que
tiveram sua localizagdo comprovada, dentre essas, destacam-se: as Ligs, Loa22,
LipL32, OmpL1, LenA, LenD (KO et al., 2009) e mais recentemente OmpL36, OmpL
37, OmpL47 e OmpL54 (Figura3) (LO et al., 2009).

A LipL32 é uma proteina muito abundante em leptospiras patogénicas, ndo
existindo em saprofitas, sdo expressas tanto durante a infeccdo quanto durante o
cultivo em laboratério (MALMSTRON et al., 2009), o seu terminal C foi encontrado

ligado a laminina, colageno Il-1V-V e fibrinogénio plasmatico (HOKE et al., 2008) .
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A OmpL1 é uma proteina transmembrana com funcdo de porina (CULLEN,
2003), além disso, funciona como receptor para o fibrinogénio, essa interacédo
favorece o quadro hemorragico da leptospirose severa (OLIVEIRA et al., 2013).

A proteina LenA une-se ao fator H e ao fator H related protein (FHR-1)
(VERMA et al., 2006). O fator H é uma proteina regulatéria do sistema complemento.
Para fugir da atuacdo do sistema complemento patégenos sequestram proteinas
reguladoras desse sistema ou diminuem a atividade do mesmo (BLOM, 2002).

Com relacédo as Ligs, foram descritas duas proteinas, LigA e LigB, expressas
em todas as espécies patogénicas de leptospira e LigC, presente em algumas
espécies (MATSUNAGA et al., 2003). As proteinas LigA e LigB estdo expostas na
superficie bacteriana e a manifestacdo delas esta correlacionada com a viruléncia
das cepas de leptospira. 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 s&o capazes de inibir parcialmente a formacéo do tampé&o de
coagulacéo, por meio da ligacao ao fibrinogénio e fibrina.

Recentemente foi relatada a comunicagao das proteinas LigA, LigB (LIN et al.,
2011) e OmpL37 (PINNE; CHOY; HAAKE, 2010) com o fibrinogénio. Esse tipo de
interacdo poderia ajudar esses microrganismos a sobreviverem e se disseminarem
no hospedeiro (RIVERA et al., 2007).

Figura 3 — Demonstracéo das proteinas e lipoproteinas de membrana da leptospira
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Fonte: Cinco, 2010

2.4 TRANSMISSAO

A transmissdo da leptospirose depende das condigBes favoraveis a
sobrevivéncia da leptospira no meio, da quantidade de animais portadores e da
disponibilidade de animais susceptiveis na populacdo, do tempo que esses animais
positivos permanecem como reservatorios e do nivel de contato entre o0s
hospedeiros de manutencédo e hospedeiros acidentais (LEVETT, 2004).

Os hospedeiros de manutencédo sao aqueles que apresentam uma reducdo
da resposta soroldgica, sutis sinais clinicos e demorado estado de portador renal
gue pode ser associado, com doenca renal cronica. Os hospedeiros acidentais sé&o
aqueles que possuem elevados titulos de anticorpos algutinantes decorrente de uma
grave doenca e um reduzido estado de portador renal (GOMES, 2013).

Ocorre de forma direta através da manipulacdo com sangue ou urina de
animais doentes, transmissao venérea, placentaria ou por meio da pele (integra ou
lesionada) (JORGENS, 2011), e de forma indireta por meio da exposicéo de animais
suscetiveis a um ambiente contaminado, por exemplo, &gua morna de
movimentacao lenta ou estagnada (GREENE, 2004).

Burr, Lunn & Yam (2009) descrevem que as principais fontes de infec¢ao séo:
agua ou solo contaminado com urina infectada, a prépria urina infectada, tecidos de
animais infectados, sendo que a transmissdao pode ocorrer por ingestao (agua,
alimentos, solo contaminados e tecidos infectados), contato com mucosas, contato
com solucdes de continuidade da pele (feridas e abrasfes), mordeduras e fomites.

A agua é considerada o meio de propagacao mais prevalente, principalmente
em habitats onde a agua € morna e estagnada e o pH do solo é alcalino, condi¢cdes
gue favorecem cada vez mais a sobrevivéncia da Leptospira (GREENE, 2008). Silva
et al. (2006) demonstraram a relevancia da agua na difusdo e manutencdo das
leptospiras na natureza, o que permite a propagacao da enfermidade, que acontece
por meio de agua contaminada de rios, lagoas ou oriundas de chuvas. Assim, 0
contagio humano e canino acontece principalmente em situagdes de enchentes e
inundacdes, onde a urina dos roedores estd presente em esgotos e bueiros que se

misturam as enxurradas e a lama de enchentes (BLAZIUS et al., 2005).
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Os roedores sinantropicos sao 0s principais reservatorios da enfermidade,
nao desenvolvem a doenca ao se infectarem, transformando-se em portadores,
alojando as leptospira nos rins, expelindo-a viva no meio ambiente e contaminando,
dessa forma, &gua, solo e alimentos. O Rattus norvegicus (ratazana ou rato de
esgoto) é o principal portador do sorovar icterohaemorraghiae, um dos mais
patogénicos para o ser humano. Outros reservatorios de importancia sdo: caninos,
suinos, bovinos, equinos, ovinos e caprinos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Os cées sao reservatorios do sorovar canicola, mas também podem servir
como hospedeiros secundéarios de outros sorovares patogénicos (STOKES; DRU
FORRESTER, 2004), eles podem adquirir a doenca através de contato com outros
cdes, com restos de alimentos contaminados, por ratos que podem urinar nos
comedouros ou pelo contato direto com roedores contaminados. Os animais de vida
livre adquirem o habito de se alimentar de restos de comida e beber 4gua poluida
ficando expostos a agentes infecciosos, por isso 0s cdes podem ser considerados
uma das principais fontes de infeccdo da leptospirose humana, disseminando a
bactéria pela urina durante meses sem apresentar sinais clinicos (LEMOS 2010).

De acordo com Gaschen (2008), os caes de grande porte, machos, de meia-
idade e criados em ambientes externos, em areas periurbanas, sdo os mais
acometidos. Todos podem se infectar, porém os animais que trabalham como cées
de caca ou pastoreio estdo em maior risco de desenvolvimento de leptospirose em

comparacao aos caes que ficam dentro de casa.

2.5 EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose € de ocorréncia € variavel nas diferentes regides do mundo,
podendo apresentar-se tanto na forma esporadica quanto na endémica, ja a
dependéncia dos sorovares de Leptospira spp varia conforme a regido geografica
(MELLO; MANHOSO, 2007).

Burr, Lunn & Yam (2009) preconizam que a distribuicdo dos diferentes
sorovares de L. interrogans pode estar associada com a disponibilidade do
hospedeiro de manutencdo, por esta razdo € plausivel que o0s sorovares
predominantes identificados nos hospedeiros acidentais variem consoante posi¢ao

geografica.
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Os caninos realizam importante fung&o no ciclo da doenga, pois atuam como
sentinelas, podendo advertir quanto a insercdo de um novo sorovar de carater
zoonotico, e também se comportar como indicadores de contaminacdo ambiental
(BLAZIUS et al., 2005).

A prevaléncia desta enfermidade em cées é influenciada por varios fatores,
dentre eles, os indices pluviométricos e a presenca de roedores, justificando a alta
taxa de ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (WASINSKI; DUTKIEWICZ,
2013), visto que essas condi¢cdes ambientais elevam a sobrevivéncia da bactéria, o
que aumenta o risco de exposi¢cdo e infeccdo de animais susceptiveis e seres
humanos (OLIVEIRA et al., 2010).

Os roedores desempenham o comportamento de principal reservatério da
enfermidade, pois albergam as leptospiras nos rins, eliminando-as vivas no meio
ambiente e, contaminando agua, solo e alimentos (ANDRADE, 2010). Segundo
Greene et al. (2006), para cédes urbanos, a grande fonte de infeccdo € o contato
direto com ratos ou indireto com sua urina contaminada.

Dentre as causas que contribuem para constancia dos focos de leptospirose,
deve-se destacar o alto grau de variacdo antigénica, a habilidade de sobrevivéncia
no meio ambiente (até 180 dias) e a vasta diversidade de animais sujeitos que
podem hospedar o microrganismo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Guidi (2006) verificou que a persisténcia da bactéria no ambiente depende de
condicBes favoraveis como clima temperado e Umido, solos saturados de agua e pH
neutro, tornando viavel a sobrevivéncia de leptospiras por até 180 dias, no entanto,
s6 resistem 30 minutos quando o solo est4 seco ao ar.

Em trabalho realizado por Benitez et al. (2010) observaram que as leptospiras
sdo bactérias sensiveis a luz solar direta, aos desinfetantes comuns e aos
antissépticos, com periodo de sobrevida na agua variando de acordo com a
temperatura, pH, salinidade e grau de poluicao.

Varios inquéritos soroldgicos no Brasil mostram a variabilidade na distribuicao
de sorovares de Leptospira spp. em diferentes regides (TESSEROLI et al., 2008).
Em estudo realizado por Coiro et al. (2011) avaliaram a frequéncia de anticorpos
para varios agentes zoonoticos em 302 amostras de soro de cées provenientes de
Botucatu-SP, dentre eles a leptospira, com 23 soros reagentes. Destes, 15 foram
reagentes para o sorovar canicola, 4 para o sorovar pyrogenes, 2 para o sorovar

hardjo e dois para o sorovar djasiman.
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Trabalho realizado por Kikuti et al. (2012), em um estudo retrospectivo com
1195 soros de cées testados para o diagnéstico de leptospirose junto ao Servigo de
Diagnostico de Zoonoses/ Unesp/ Botucatu, demonstrou que a soroprevaléncia de
cées infectados foi de 20,8%, tendo-se como sorovares prevalentes canicola (6,7%),
copenhageni (5,0%), icterohaemorrhagiae (2,9%), autumnalis (2,9%), pyrogenes
(2,8%), pomona (2,0%), hardjo (2,0%), australis (1,8%), bratislava (1,6%), cynopteri
(1,4%), grippotyphosa (1,3%) e djasiman (1,0%).

Estudos sorolégicos realizados na cidade de Curitiba, por dois anos
consecutivos, revelaram a presenca de leptospiras em 14,4% e 38,9% dos
cachorros analisados em 2009 e 2010, respectivamente, sendo 0s sorovares
canicola e icterohaemorragiae os mais prevalentes (MARTINS et al., 2013).

Filho (2012) em inquérito sorolégico da leptospirose na regido metropolitana
de Recife, dos 187 soros de cdes analisados, sete foram sororeagentes, onde 0s
sorovares mais prevalentes foram o icterohaemorragiae (4/7), copenhageni (2/7),
castellonis (1/7) e pomona (1/7). Oliveira (2010) avaliou 253 provenientes de Porto
Alegre, onde foram encontrados 48,2% (122/253) de soropositividade para um ou
mais sorovares, sendo 0s mais prevalentes canicola, icterohaemorragiae e

copenhageni.

2.6 RESPOSTA IMUNE

As leptospiras, ao alcancar a corrente sanguinea precisam superar o sistema
imunolégico do hospedeiro para conseguirem se disseminar e atingir outros tecidos.
Os primeiros componentes com que se deparam sao os do sistema inato (MERI et
al., 2005), este representa um dos mecanismos mais importantes de defesa durante
as primeiras horas de infec¢do através da ativacdo da via alternativa do sistema
complemento. A imunidade adquirida depende, maioritariamente, da producédo de
anticorpos e da ativacdo da via classica do sistema complemento (FRAGA,
BARBOSA, & ISAAC, 2011).

O sistema complemento é um importante mecanismo da imunidade inata, que
tem a capacidade de reconhecer rapidamente e destruir patbgenos por opsonizacao
de bactérias e producdo de anafilatoxinas que recrutam neutréfilos e ativam

macrofagos. Formado por uma complexa cascata de proteinas altamente regulada,
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0 sistema complemento é organizado de tal forma que trés vias distintas de
inicializacdo (alternativa, classica e lectina) convergem para a formacdo de um
complexo terminal citolitico. As leptospiras se ligam aos reguladores soluveis fator H
e C4BP interferindo tanto na via alternativa como na via classica do complemento.
Esses reguladores ligados a bactéria mantém sua atividade de cofator para a
enzima fator I, responséavel pela clivagem de C3b e C4b. Dessa maneira as
leptospiras imdedem a formacao de C3 convertase evitando que sejam destruidas
pelo complexo ataque a membrana (MAC — membrane complex attack) (BARBOSA
et al., 2009; VERMA et al., 2006).

A resposta adquirida se desenvolve a partir da segunda semana de infeccao e
€ especifica para o serovar infectante (PINNA et al, 2010). A especificidade é
conferida pelo LPS, que é altamente imunogénico (LEVETT, 2001). Os anticorpos
especificos opsonizam as leptospiras, as quais sao fagocitadas por macréfagos
(MERIEN et al., 1997). Na fase aguda da leptospirose os cdes desenvolvem titulo
elevado de IgM. A proporcao de anticorpos IgM e IgG na fase convalescente, apds a

imunoestimulacéo, varia dependendo do sorovar (JESUS, 2009).

2.7 PATOGENIA

A patogenicidade de uma infeccdo por leptospirose depende se o hospedeiro
€ de manutencdo ou acidental para o sorovar. Nos hospedeiros de manutencéao, a
leptospirose € determinada por uma reducdo da resposta soroldgica, sutis sinais
clinicos e demorado estado de portador renal que pode ser associado, com doenca
renal crénica. Nos hospedeiros acidentais, gera grave enfermidade, sendo
relacionada a elevador titulos de anticorpos aglutinantes e um reduzido estado de
portador renal (GOMES, 2013). Os ratos sdo 0s hospedeiros do sorovar
icterohaemorragiae, mas os caes sao frequentemente hospedeiros acidentais desse
agente, porém sao considerados reservatorios para o sorovar canicola (HAGIWARA,
2003), onde apresente adaptacéo ao tecido renal canino, podendo ser eliminado por
um longo periodo (TESSEROLLI, 2008).

Os caes tornam-se infectados pela exposicédo a urina contaminada de outros
animais domeésticos, de producdo ou silvestres. A bactéria penetra através de

membranas mucosas, solu¢cdo de continuidade ou pele integra (sensibilizada por
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contato prolongado com fontes de infeccdo como agua e urina), causando dando
endoteliais e a 6rgdos como figado e rins (LANGONI, 2013).

As leptospiras alcancam a corrente sanguinea e 0rgaos parenquimatosos no
8° dia da infeccdo, esta se constitui a fase septicémica onde ocorre a inducédo da
formacao de anticorpos que auxilia na destruicdo das leptospiras, constituindo a fase
toxica da doenca. Caso ocorra sobrevivéncia dos microrganismos pela resposta
imunologica, podem alojar-se em 6Orgados de tropismo como tubulos renais, Utero,
olhos e meninges (QUINN et al., 2005). Os animais que sobrevivem a fase aguda da
doenca, de leptospiremia, podem, em segundo estagio tornar-se carreadores
assintomaticos, através da excrecdo urinaria de leptospiras no meio ambiente. A
fase cronica da doenca, que se inicia por volta da segunda semana apds o contato
com a agente, geralmente € acompanhada da producéo de anticorpos e leptospiruria
(OLIVEIRA, 2010).

Garcia e Martins (2015) definiram que uma vez no hospedeiro, ocorrem duas

fases distintas:

A) Fase leptospirémica: fase de propagacdo do agente na corrente
sanguinea e em varios orgdos (figado, baco e rins, principalmente). Acontecem
danos mecanicos em pequenos vasos, gerando hemorragias e trombos, que
acarretam infartos teciduais. A ictericia pode aparecer especialmente devido a injuria
hepatica, e ndo a morte de hemécias. O rim pode iniciar problemas de filtracdo. O
animal pode apresentar uremia com consequente halito de amodnia. Este é o quadro
agudo da doenca no homem e no cdo. A extensdo deste estagio € de
aproximadamente 4 dias (raramente chega a 7 dias). Em outras espécies percebem-
se somente problemas reprodutivos, porém tais problemas contribuem para a baixa
produtividade da pecuaria nacional e mundial, causando diminuicdo da fertilidade e
abortamentos.

B) Fase leptospirurica: € a etapa de imunidade, sendo caracterizada pela
producdo progressiva de anticorpos com estabelecimento das leptospiras em locais
de dificil acesso aos mesmos. Geram massas nos tubulos contornados renais, na
camara anterior do globo ocular, no sistema reprodutivo (vesicula seminal, prostata,
glandula bulbo-uretral). A leptospiraria pode ser descontinua e durar de meses a

anos.
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2.8 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos da leptospirose, mesmo quando caracteristicos, ndo sao
patognomonicos, o que impede que o diagnostico clinico seja conclusivo (ANZAI,
2006). A exposicdo de animais susceptiveis ao serovar ndo adaptado a ele
determina a doenca acidental, aguda e grave, que normalmente se manifesta por
infeccOes esporadicas ou em forma de surtos epidémicos de leptospirose. Sorovares
adaptados tendem a causar com doenca cronica nos hospedeiros de manutencao
(LEON et al., 2006; NELSON e COUTO, 2006).

Os sinais clinicos da leptospirose canina irdo depender da idade e da
imunidade do hospedeiro, mas também dos fatores ambientais e da viruléncia do
sorotipo infectante (SANTIM et al., 2006).

Em geral os sintomas clinicos observados s&o inespecificos e variados.
Apresenta-se de forma aguda, subaguda e cronica. Nas infec¢cdes agudas incluem-
se sinais de anorexia, depressdo, febre, vomito, desidratacdo, andar rigido e
relutdncia em se movimentar, também chamada de mialgia generalizada e
congestdo de membranas mucosas (SHERDING, 2008). A presenca de petéquias,
equimoses, melena e epistaxe pode frequentemente acontecer em consequéncia da
trombocitopenia e coagulacdo intravascular disseminada. Infec¢bes superagudas
podem rapidamente evoluir para a morte antes mesmo da doenca hepatica ou renal
acentuada ser identificada (LAPPIN, 2006).

Nas infeccbes subagudas causam febre, anorexia, vomito, desidratacao,
polidria, polidpsia, e mialgia. A deterioracdo da funcéo renal progressiva resulta em
oligria ou anuria. Alguns cédes podem apresentar ictericia. A maioria das infeccées
por leptospira em cdes cursa de forma assintomatica a crénica com quadros de
insuficiéncia renal e hepética (GEISEN et. al., 2007).

De acordo com Jesus (2009) e Biesdorf et al (2008), a infec¢cdo causada pela L.
interrogans, sorovar icterohaemorrhagiae caracteriza-se por doenca hemorragica
aguda, insuficiéncia hepatica e renal, resultando em febre, mialgia, prostracdo e
diferentes graus de comprometimento renal. JA& na doenca causada pela L.
interrogans, sorovar canicola, ha o comprometimento renal, sem haver sinais
hepaticos. Sdo sinais predominantes de insuficiéncia renal progressiva e uremia:
perda de peso, poliuria, desidratacéo, emese, diarréia (nem sempre), ulceracées na

cavidade oral e necrose da lingua, em casos mais avangados.
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2.9 DIAGNOSTICO

A identificacdo definitiva da leptospirose canina € baseada em uma
combinacéo de informacdes clinico-epidemioldgicas, achados laboratoriais e testes
confirmatorios (GOMES, 2013).

2.9.1 DIAGNOSTICO CLINICO

O diagnostico inicial da leptospirose € realizado com base nos sinais clinicos,
avaliacdo do historico e contexto epidemiolégico. As manifestacdes clinicas da
leptospirose em cées dependem da idade, imunidade do animal e da viruléncia do
sorovar infectante (SANTIM, et al. 2006). As infec¢cbes podem ser de forma aguda
ou crbnica, onde 0s sinais mais comuns sao a insuficiéncia renal aguda, disfuncao
hepatica e diatese hemorragica (SOEK, 2012), sinais que mesmo quando
caracteristicos, ndo sdo patognomonicos, o que impede que o diagnostico clinico
seja conclusivo (ANZAI, 2006).

2.9.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.9.2.1 Hemograma e perfil bioquimico

Sherding (2008) preconiza que as alteracdes hematoldgicas envolvem
leucopenia na fase superaguda em resposta inicial a leptospiremia, evoluindo para
leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda e trombocitopenia em casos mais
graves, decorrente das anormalidades de coagulagcdo ou CID (coagulagao
intravascular disseminada). Pode ocorrer ainda anemia regenerativa, por provavel
perda de sangue ou hemodlise ou anemia arregenerativa, pela doenca renal cronica
(LAPPIN, 2006).

Em estudo realizado por Costa et al. (2013) sobre as alteracdes
hematolégicas, morfolégicas e bioquimicas em um cdo com leptospirose,
verificaram um quadro de anemia, leucocitose, neutrofilia, o que indicou infeccéo

aguda, além de trombocitopenia.



30

Os resultados bioquimicos indicam comprometimento renal e hepatico pelo
aumento da uréia e creatina, hiperbilirrubinemia, elevacdo das enzimas hepéticas
(fosfatase alcalina e alanina aminotransferase), hiperfosfatemia, hipocalcemia ou
hipercalemia (MILLER, et al., 2007).

Langoni et al. (2013) encontraram niveis de ureia e creatinina elevados em
cdes. O comprometimento renal, evidenciado pelo aumento de uréia e creatina é

uma achado frequente nos casos de leptospirose canina aguda (KIOGICA, 2004)

2.9.2.2 Urinalise

O envolvimento renal pode levar a proteindria branda e alteracfes leves no
sedimento urinario, até insuficiéncia renal grave. Durante a fase septicémica,
eritrocitos, leucdcitos e cilindros granulares estdo geralmente presentes (VISITH &
KEARKIAT, 2005).

Na urinalise de cdes com leptospirose observam-se geralmente: densidade
baixa, glicosuria, proteinaria, bilirrubindria, que normalmente precede
hiperbilirrubinemia, acompanhadas de presenca de cilindros granulosos, e elevacao
de leucacitos e eritrécitos no sedimento urinario (BIAZOTTI, 2006).

Na insulficiéncia renal aguda ocorre glicosuria normoglicémica devido a
presenca de lesdes tubulares significativas. Cilindros sdo detectados em cerca de
30% dos caes com insulficiéncia renal aguda, mas na sua auséncia ndo exclui o
diagnéstico de lesdo parenquimatosa aguda (COWGILL & ELLIOT, 2004).

2.9.2.3 Microscopia de campo escuro

Jesus (2009) descreve que a microscopia de campo escuro aplica-se a
observacdo de microrganismos vivos, sem preparacdo prévia. Formando uma
imagem com contorno brilhante no campo microscopico, 0s raios luminosos séo
projetados obliquamente sobre o preparado pela acdo do condensador cordidide e,
guando encontram obstaculos com capacidade de desvia-los, como bactérias, séo
refratados e atingem a objetiva.

Para o diagnostico da leptospirose canina, a microscopia de campo escuro de

rotina deve ser limitada a urina. Outros liquidos corporais contém artefatos similares
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a leptospiras. Assim, centrifugagcdo em velocidade reduzida limpa a amostra de
particulas que interferem, mas ndo ira sedimentar leptospiras (HIRSH; CHUNG,
2003).

A amostra de urina durante a fase de leptospiraria permite a visualizacao
direta de Leptospiras em microscopio de campo escuro, porém esta técnica
apresenta limitagdes como: baixa sensibilidade, necessidade de experiéncia por
parte do observador e principalmente a eliminacdo de Leptospiras de forma
intermitente pela urina e lise pelo pH acido da urina, que vao contribuir para um
resultado falso. Contudo, resultados negativos desse exame nao excluem a
possibilidade do diagndstico (ANZAI, 2006).

2.9.2.4 Soroaglutinagédo microscopica (SAM)

O SAM foi desenvolvido a quase 100 anos no Instituto Pasteur, e continua

sendo considerado pela OMS como teste “ padrdo ouro” para diagndstico da
leptospirose (PICARDEAU, 2014). Ele consiste em fazer reagir diluigbes do soro do
paciente suspeito com suspensdes de sorovares leptospirais vivos, que atuam como
antigeno (CRODA et al., 2007). ApoOs incubacédo, as misturas soro-antigeno séo
examinadas, através de microscopia de campo-escuro, para avaliar a presenca de
aglutinacdo e determinar, consequentemente, os titulos de anticorpos (SANTOS,
2011). O titulo é determinado como a maior diluicdo do soro em que 50% das
bactérias se encontram aglutinadas, quando comparadas com o0 controle
(PICARDERAU, 2013).

E um teste que possui alta sensibilidade e especificidade, porém sé se torna
atil apos o inicio da fase imune da doenca, por volta de 10 dias ap6s o inicio da
doenca, quando comeca a producéo de anticorpos (MUSSO; LA SCOLA, 2013). Ele
€ capaz de detectar IgM e IgG e permite a identificacdo do sorogrupo infectante,
mas nao discrimina se os anticorpos produzidos sé&o decorrentes de uma infecgcao
ou de uma vacina¢édo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

De acordo com OIE (2014), na soroaglutinagcdo microscopica, 0 Soro suspeito
deve ser confrontado com uma quantidade relevante de antigenos, entre os quais,
possam estar presentes 0os exemplares dos principais sorogrupos patogénicos e de

todos os sorovares correntes da localidade onde acontecem os casos. Brod et al.
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(2005) relatam que os titulos de anticorpos normalmente sao superiores em relacéo
aos antigenos pertencentes a regido onde estdo acontecendo os surtos com as
cepas de antigenos armazenados no laboratoério, ainda que do mesmo sorogrupo,
logo, um numero consideravel de sorovares deve ser utilizado no teste de
diagnostico para que sejam localizados sorovares pouco comuns ou nédo identificaos
até entdo.

Fatores importantes para interpretacdo de resultados sorolégicos devem ser
levados em consideracdo como a reacdo cruzada de anticorpos, titulos de
anticorpos induzidos pela vacinagéo e dificuldade do consenso sobre quais titulos de
anticorpos sao indicativos da infecgao ativa (MODOLO et al., 2006).

Silva et al. (2006) afirmam que vacinac&o ou prévia infeccdo estdo associadas
a titulos menores de 1:300. No entanto, titulos proximos a 1:800 de sorovares
canicola e icterohaemorrhagiae, podem ser encontrados, mas ndo persistem mais
que trés meses apls a vacinacdo. Alguns cdes desenvolvem elevados titulos
(aproximadamente 3.200), apds vacinacdo com esses mesmos sorovares, e depois
de um tempo, ocorre o declinio do titulo que pode persistir por até seis meses apos
a vacinacdo. As vacinas contra leptospirose, aplicadas rotineiramente nos cées
domésticos, sdo capazes de protegé-los contra a doenca, mas ndo contra o estado
de portador renal.

Muitas vezes é necessaria a elevacdo de quatro vezes no titulo para a
confirmacédo sorolégica da doenca. Os titulos frequentemente sdo negativos na
primeira semana, sendo necessaria a obtencdo de uma segunda ou terceira amostra
a intervalos de duas a quatro semanas (GREENE, 2004; BURR; LUNN; YAM, 2009).
Um dnico titulo ndo tem valor diagndstico definitivo para infeccdo ativa, porém, um
titulo em MAT de 1:400, ou superior, € indicativo de infec¢éo, titulo 1:800, ou
superior, é altamente indicativo de leptospirose (SHERDING, 2008).

A execucdao deste implica o cumprimento de varios requisitos pelo laboratério,
entre 0s quais, a manutencao de culturas vivas de todos os sorovares, obrigando a
constante subcultura de varias estirpes e, a verificacdo periddica de cada sorovar,
devido ao risco continuado de contaminagdo das culturas de antigenos (LANCA,
2011). Além disso, é necessario experiéncia profissional para realizacao da técnica e
interpretacdo da mesma (SIQUEIRA, 2014).
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2.9.2.5 Elisa

Testes baseados na técnica de Elisa vém sendo amplamente aplicados,
sendo Elisa-lgM o teste reconhecido pela OMS. Existem varios kits comerciais
disponiveis no mercado, mas pode ser preparado no préprio laboratério a partir de
culturas de leptospira, geralmente da espécie biflexa (WHO, 2003). E um teste muito
sensivel para deteccdo de anticorpos anti-leptospira, mas pouco especifico para o
diagnéstico do sorovar (BRASIL, 2005), porém permite diferenciar se os anticorpos
detectados pelo MAT sdo de uma infeccdo corrente ou de uma imunizacao ativa
prévia (MUSSO; LA SCOLA, 2013).

O principio basico da técnica consiste na imobilizagdo de um dos reagentes
(anticorpo ou antigeno) em uma fase sdlida. Apo6s a adicdo da amostra, 0 outro
reagente ligado a enzima reagira com o0 complexo antigeno-anticorpo. Os
imunocomplexos sao revelados ao adicionar-se o substrato da enzima e um
cromdgeno formando um produto colorido. Os resultados de Elisa sao expressos
objetivamente pelas absorbancias obtidas de espectrofotdmetros, ndo dependendo
de leituras subjetivas (CAVALCANTI et al, 2008).

Em um estudo realizado por Jimenez-Coelho et al. (2008) demonstraram um
correlagdo positiva de 96% entre os resultados da SAM e do ensaio
imunoenzimético (ELISA), o qual apresentou boa sensibilidade e especificidade
resultando em uma boa alternativa na detecgdo de anticorpos anti-Leptospira em

soro de cao.

2.9.2.6 PCR (reacédo em cadeia pela polimerase)

A PCR é uma técnica que oferece o diagnostico precoce da leptospirose,
embora mais onerosa (TEIXEIRA et al., 2008). Pode ser utilizada na confirmacéo da
doenca, utilizando-se sangue, urina ou amostras de tecido (BOOMKENS et al.,
2005). Como vantagens, a PCR apresenta boa sensibilidade e especificidade e pode
ser utilizada como método diagnéstico no periodo inicial da doenca, diferente do
SAM que necessita de soroconversao (VAN DE MAELE et al., 2008).

Através da PCR pode-se amplificar, seletivamente, sequéncias alvos de DNA
a partir de liquor e urina de pacientes com leptospirose (FONSECA et al., 2006).

Porém, o método de PCR é limitado, ja que a sonda utilizada é um fragmento de um



34

gene ribossomal, presente em leptospiras patogénicas como nao patogénicas
(VIEIRA, 2008).

2.9.2.7 Diagnostico anatomo - patolégico

A necropsia de cdes com leptospirose € caracterizada pela ocorréncia de
achados patolégicos multissistémicos. Ictericia em mucosas, pele, tecido
subcutdaneo e 6rgdo internos, sdao achados importantes no diagndstico da
leptospirose (Figura 4) (FIGHERA, 2008).

Figura 4 - Cdes com leptospirose apresentando ictericia em
diferentes locais anatbmicos. A) Ictericia cutanea. B)

Ictericia em mucosa oral. C) Esclera ictérica. D) Subcutaneo

ictérico no tecido adiposo

Fonte: OLIVEIRA, 2011

Macroscopicamente o figado pode apresentar-se aumentado, friavel e de
coloracdo amarelada devido a colestase (Figura 5) (GREENE et al., 2006). No
figado, as lesBes microscopicas sédo caracterizadas pela dissociacdo de hepatocitos,
células binucleadas e com necrose discreta (VAN DEN INGH et al., 2006). Nefrite
intersticial, degeneracéo e necrose sao achados histoldgicos renais caracteristicos
da leptospirose (NEWMAN; CONFER; PANCIERA, 2009; SCHWEIGHAUSER et al.,
2009). Também ja foi descrita a ocorréncia de aborto e infertilidade em caes como
resultado de uma infeccéo transplacentaria (ANDRE-FONTAINE, 2006).
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Figura 5 - Figados de cdes com leptospirose. A) figado ictérico com bordos arredondados. B) figado

ictérico com padrao lobular e friavel ao toque

Fonte: OLIVEIRA, 2011

Guidi (2006) demonstra que nos cées observa-se, principalmente,
hepatomegalia, degeneracéo e fibrose hepatica, em pulmdes, congestao, petéquias
e sufusBes pleurais, Ulceras na lingua, edema, congestdo e necrose renal,
hemorragias e aderéncia de cdpsula renal, congestdo, edema e hemorragias gastro-
intestinais.

Montenegro et al. (2010) observaram em necropsia realizada em cdo com
leptospirose, pulmdes com petéquias, sulfusdes, equimoses, congestao, hemorragia
e enfisema, no figado foi encontrado embebicdo pela bile, pseudomelanose e a
vesicula biliar estava enegrecida, havia também esplenomegalia de coloracéo
palida. As paredes de estbmago e intestino delgado apresentavam pontos
hemorragicos. Ao examinar o sistema urinario, foram observadas aderéncias na
capsula de ambos os rins, congestdo nas areas cortical e medular do rim direito, e
congestdo apenas na area medular do rim esquerdo. A bexiga estava bastante
repleta, com urina de coloracdo avermelhada e com presenca de pequenos
coagulos, além de sua parede interna apresentar petéquias.

Apbs a necropsia dos animais, os rins e figado sédo os 6rgaos de escolha para
identificagcdo do agente. Assim, nesses animais o diagndstico histopatolégico é
realizado principalmente a partir de fragmentos desses 6rgdos, corados por técnicas
de impregnacao pela prata (JESUS, 2009).



36

2.9.2.8 Cultivo e isolamento do agente

A cultura de leptospiras é extremamente exigente, sendo que sdo necessarias
inumeras diluicbes, varios meios de cultura e analises periddicas a estas, para
assegurar o crescimento do microrganismo. Este método é muito dificil, muito
demorado e exige uma avangada técnica laboratorial, sendo que poucos laboratérios
podem prestar este servico. Especial atencédo deve ser tomada para que a amostra
recolhida anteceda o inicio de antibioterapia, e no caso de a amostra ser urina, fazer
varias recolhas intercaladas, devido a excrecédo intermitente da bactéria (Burr, Lunn,
& Yam, 2009).

As leptospiras podem ser isoladas do sangue, tecidos, e LCR durante os
primeiros 7 a 10 dias da doenca e da urina durante a segunda a terceira semana da
doenca. A técnica possui baixa sensibilidade (14,3-50%) e requer de 4 a 15
semanas para ser finalizada em funcdo do crescimento fastidioso das leptospiras
(BROWN et al.,, 2003). O meio de cultura com o material inoculado precisa ser
submetido a analises por microscopia de campo escuro semanalmente por um
periodo de até trés meses. Mesmo com as limitacfes listadas acima, o isolamento
do patdégeno € importante, pois além de fornecer o diagndstico definitivo, permite
identificacdo do sorogrupo e sorovar do isolado. Esses dados tém utilidade
epidemioldgica por sugeririrem potencial reservatorios animais na natureza, guiando

assim estratégias de controle e prevencao (MCBRIDE et al., 2005).

2.9.3 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Os diagnésticos diferenciais da leptospirose no cdo podem ser a dirofilariose,
anemia hemolitica imunomediada, bacteremia/sepse (ferimentos por mordedura,
prostatite, endocardite, doenca dentaria), hepatite canina infecciosa e herpesvirose
canina; neoplasia hepatica, traumatismo, lUpus eritematoso sistémico, erliquiose,

toxoplasmose, neoplasia renal e calculos renais (McDONOUGH, 2008).

2.10 TRATAMENTO

O tratamento de um cdo com leptospirose consiste em duas componentes
principais, a terapia de suporte e a terapia especifica (HARKIN, 2008). E importante

referir que, na leptospirose, a antibioterapia passa por duas fases. A primeira
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durante a fase aguda da doenga, cujo objectivo é eliminar a leptospiremia. A
segunda administrada durante a convalescenca, que pretende evitar a fase de
colonizacédo renal pelas leptospiras, contribuindo para que o animal ndo se torne um
disseminador da doenca através da sua urina (LANCA, 2012). A terapia de suporte
para 0s animais com leptospirose vai depender da gravidade da infeccdo, da
presenca ou ndo da disfuncdo renal ou hepatica e de outros fatores complicantes
(GREENE, 2004).

Andrade (2008) descreve que o principal objetivo do tratamento durante a
fase aguda da doenca é manter o paciente estavel e prevenir a extensdo das lesdes
no figado e rins, além de suprimir a leptospindria. Os animais em fase aguda
necessitam de terapia intensiva de suporte dependendo da severidade do quadro. A
fluidoterapia € requerida para a maioria dos caninos; a diurese intensa pode ser
necessaria por causa do envolvimento renal e o uso de antibidticos inibe a
multiplicagdo destes organismos reduzindo complicagdes. Em alguns casos de
leptospirose hemorragica, pode ser necessaria a transfusao de plaquetas ou sangue
total (GREENE et al., 2006).

A antibioticoterapia deve ser iniciada o quanto antes, pois inibe rapidamente
as complicacles fatais da infeccdo como insuficiéncia renal e hepética. A penicilina
e seus derivados é o antibiético de escolha para interromper a leptospiremia, porém
nao elimina o estado de portador. ApGs a recuperacao, a doxiciclina pode ser usada
para a eliminacéo desse estado (RODRIGUES, 2008).

De acordo com Sherding (2008) para a leptospiremia, sdo administrados
antibidticos por via parenteral, como a penicilina G (25.000 a 40.000 Ul/kg, BID, 1V)
ou ampicilina (22mg/kg, TID, IV), durante duas semanas. Para eliminar a condi¢do
de portador renal, deve ser administrado doxiciclina (5mg/kg, BID, VO) durante duas
semanas. Outras alternativas, incluem os macrolideos (eritromicina, azitromicina),
fluoroquinolonas ou aminoglicosideos, este Ultimo que deve ser evitado em caes
com disfuncéo renal.

Durante a fase aguda da infec¢do, algumas quinolonas tém efeito contra
Leptospiras e podem ser usadas em combinagcdo com penicilina. A ampicilina e a
enrofloxacina foram concomitantemente usadas em estudos, no qual 83% dos

caninos infectados obtiveram cura (LAPPIN, 2006).
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2.11 PREVENCAO E CONTROLE

Para a prevencdo da leptospirose, tanto humana quanto canina, é preciso a
implantacdo de uma série de medidas de controle, como o controle da populacdo de
roedores, a manutencdo de ambiente desfavoravel a sobrevivéncia das leptospiras,
e isolamento e tratamento dos animais infectados, além de se evitar o contato com
dgua da enchente para que ndo ocorra a disseminacdo das leptospiras
(RODRIGUES, 2008). Jorge et al. (2011) ressaltaram a importancia sobre o
esclarecimento da populacdo do local quanto a epidemiologia da leptospirose e a
importancia da prevencdo, através de medidas sanitarias aplicadas ao ambiente e
aos animais de estimacgao.

De acordo com o Ministério da Saude (2010), algumas medidas devem ser
adotadas para a prevencao da leptospirose humana:
->Controle de roedores: através de medidas de antirratizacéo;
—>Coleta, acondicionamento e destino adequado do lixo, principal fonte de alimento
para roedores;
—>Manutencao de terrenos baldios, publicos ou privados, murados e livres de mato e
entulhos, evitando condi¢des a instalacdo de roedores;
—>Eliminag&o de entulho, materiais de construgcéo ou objetos em desuso;
—>Consumo de agua potavel, filtrada, fervida ou clorada;
—>Limpeza e desinfec¢do adequada de reservatérios domésticos de agua;
->Descarte de alimentos que entrarem em contato com aguas contaminadas;
—>Limpeza e desinfeccé@o de areas domiciliares que sofreram inundagéo recente;
—>Desassoreamento, limpeza e canalizacao de corregos;
—>Aplicacdo de técnicas de drenagem de aguas livres supostamente contaminadas;
->Desenvolvimento e revisdo permanente das galerias de dguas pluviais e esgoto
urbano;
—~>Medidas de protecao individual para trabalhadores ou individuos expostos ao
risco, através do uso de equipamentos de protecdo individual como luvas e botas;
—>Diminuicdo do risco de exposicao de ferimentos as aguas/lama de enchentes ou
outra situacéo de risco;
—>Vacinacao de animais domésticos (uso veterinario).

Lappin et al. (2006) abordaram como é impossivel controlar a liberacdo de

7

Leptospiras pelos animais selvagens, a vacinacdo dos caes €& essencial. As
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bactérias bivalentes que contém dois sorotipos principais, a L. canicola e a L.
icterohaemorrhagiae, estdo disponiveis para os cées. Pelo fato dos titulos superiores
serem produzidos por multiplas injecdes, vacinacfes semestrais devem ser
administradas aos cédes em areas endémicas, e todos os cdes devem receber no
minimo trés doses, com intervalo de trés a quatro semanas, em seu programa de
vacinacao inicial.

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
cdes encontram-se disponiveis vacinas polivalentes como a 6ctupla (V8) composta
por dois sorovares (Icterohaemorrhagiae e Canicola),déctupla (V10) com quatro
sorovares (lcterohaemorrhagiae, 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 relacéo a V11) (CASTRO et al.,
2010).

A imunizacéo é eficaz em reduzir a prevaléncia e a gravidade da leptospirose
canina, mas ndo evita o estado de carreador, nem protege contra a infecgao por
outros sorotipos que nao estéo contidos na preparacgéo vacinal (JESUS, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

e O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo soro-epidemiologico da
leptospirose canina em amostras de caes domiciliados no municipio de Cruz
das Almas — BA

3.2 ESPECIFICOS

e Aplicar inquérito epidemiolégico sobre a Leptospirose canina na zona urbana
da cidade de Cruz das Almas, Bahia;

e Definir perfil epidemioldgico da populacéo investigada;

e Estabelecer rotina de diagndstico soroldgico da leptospirose através do cultivo
e manutencdo das cepas de Leptospiras ssp. no Laboratério de Doencas
Infecciosas da UFRB.

¢ Analisar os resultados obtidos através de avaliagdo estatistica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada no municipio de Cruz das Almas, situada na Regido
do Recbdncavo Baiano, Brasil (Figura 6). O municipio possui uma populacao
estimada de 64, 197 habitantes (IBGE, 2015). Apresenta indice pluviométrico anual
médio de 1240 mm, umidade relativa do ar anual de 80% e altitude de 220 m acima
do mar (EMBRAPA, 2010). As amostras foram provenientes de bairros aleatérios da
zona urbana, sendo o Inocoop, Tabela, Areal e Estrada de ferro.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Recboncavo da Bahia (UFRB), protocolo n°
23007.004595/2016-83, seguindo os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
(ANEXO 1).

Figura 6 - Localizacdo geografica do municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue de 200 cées (Canis familiaris)
domiciliados durante o periodo fev./2015 a dez./2015. A amostra colhida foi
calculada com base na populacdo total de cdes da cidade, estimada a partir da
populagdo humana de 64, 197 MIL habitantes. Para o célculo da proporgdo céo:
homem, foi utilizada uma relagdo de 1:10 (REICHMANN et al, 1999), que redundou
em um total de 6420 cdes. O tamanho da amostra foi calculado através da seguinte
formula (TRIOLA, 1999; BALBINOT et al., 2012):

2
N.Z.p.(1-p)
n:

2 2
Z.p.(1-p)+e . (N-1)

Onde, n: nimero de individuos da amostra; N: populacéo total; Z: intervalo de
confianga; p: proporcao estimada (prevaléncia); e: erro amostral.

O intervalo de confianca foi de 95%, a proporcdo estimada de 85% (VIEGAS
et al., 2001) e a margem de erro de 5%, resultando no n amostral de 190 cées, por
motivo de segurancga foram colhidas 200 amostras.

Antes de iniciar a coleta, um termo de consentimento e esclarecimento
(ANEXO 2) 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 auxilio do responséavel, sendo colocado em uma
superficie ndo escorregadia, em seguida, o executor falou em tom calmo com o
animal passando a méo sobre o seu dorso para conquistar sua confianga, apos isso,
colocou-se uma mordaca para impedir sua tentativa de defesa. Nao foi preciso
realizar tricotomia da regido, a veia (cefdlica ou jugular) foi localizada, feita
antissepsia com alcool a 70% e puncionada utilizando seringas descartaveis de 3
mL e agulhas estéreis (Figura 7).

As amostras de sangue foram despejadas cuidadosamente em um tubos sem
anticoagulante, identificadas e levadas sob refrigeracédo ao Laboratorio de Doencas
Infecciosas (LDI) da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, onde passaram
por centrifugacéo a 3000 rpm, sendo o soro acondicionado em tubos tipo eppendorf

a 20°C negativos para posterior analise sorologica.



43

Figura 7 — Contencao e coleta de sangue por puncao da veio cefalica dos caes domiciliados da

cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil

Fonte: arquivo pessoal, 2015

4.3 QUESTIONARIO

Os responsaveis pelos caes responderam um questionario epidemiolégico
com duas opcdes de respostas, elaborado com o intuito de verificar a auséncia ou
presenca de algumas praticas e condicbes que atuem como possiveis fatores de
risco para a leptospirose canina (Figura 8).

O proprietario respondeu o questionario referente a cada cao do qual foi
colhida a amostra de sangue, sendo a entrevista realizada face a face. Para néo
haver superestimativa dos dados aplicou-se um questionario por casa. Foram
investigados dados referentes ao animal, ao responsavel e ao meio ambiente
(ANEXO 3).
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Figura 8 - Aplicacédo de questionario aos proprietarios da cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil

Fonte: arquivo pessoal, 2015

4.4 SOROLOGIA

As amostras de soro foram submetidas a prova de Soro aglutinagéo
Microscopica (SAM) utilizando-se de uma cole¢do de antigenos vivos com 19
variantes soroldgicas de leptospiras. Os sorovares utilizados foram:
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Australis,
Bataviae, Castellonis, Cynopteri, Javanica, Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe,
Patoc (saprdfita), Tarassovi, Autumnalis, Hebdomadis, Wolffi, cedidas em convénio
com o laboratério de referéncia para a leptospirose a Fiocruz — Fundagdo Oswaldo
Cruz. A bateria de cepa de leptospiras utilizada nessa pesquisa esta detalhada na
Tabela 1.



Tabela 1: Demonstracéo dos sorogrupos e variantes sorolégicas das leptospiras

Sorogrupo Variante do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae | icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae copenhageni

Canicola canicola,
Grippotyphosa grippotyphosa
Pomona pomona
Australis australis
Bataviae bataviae

Ballum castellonis
Cynopteri cynopteri
Javanica javanica
Panama panama
Pyrogenes pyrogenes
Sejroe hardjo
Sejroe sejroe

Semaranga patoc

Tarassovi tarassovi

Autumnalis autumnalis

Hebdomadis hebdomadis
Sejroe wolffi

45

Fonte: Elaboracéo da autora, 2016

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes mantidas no LDI da
UFRB, repicadas quinzenalmente em meio de cultura EMJH (Difco®), enriquecido
com 10% de soro de coelho, mantido em estufa a 30°C, livres de contaminacéo e de
auto aglutinacdo. Para determinac&o dos caes sororreagentes, foi utilizada a diluicao
de =21:100, considerando-se amostras reagentes, as quais apresentaram aglutinacéo

igual ou superior a 50%.

4.4.1 Triagem

O soro dos céaes foram diluidos a 1:100, sendo pipetados em tubos estéreis
0,2 ml de soro em 4,8 ml de NaCl 0,85% estéril. As cepas de leptospiras foram
pipetadas em tubos estéreis, evitando a contaminagéo das cepas, 0,2 ml de cada
sorovar em 4,8 ml de NaCl 0,85% estéril, sempre homogeneizando os tubos (Figura
9).
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Figura 9 — Diluicdo das amostras de soro canino (A) e diluicdo das cepas de leptospira(B)

Fonte: arquivo pessoal, 2015

Foram adicionados 200pul da diluigdo do soro nos 19 eppendorfs para cada
amostra, sempre homogeneizando e logo em seguida 200ul da suspenséo
antigénica nos eppendorfs. Ao termino desse processo, as amostras eram mantidas
em estufa bacteriolégica a 37° por 3 horas, a fim de se obter a aglutinacdo do
sorovar com o soro do animal testado.

Para leitura, as laminas foram lavadas com solucdo detergente, secas,
identificadas com o nimero de cada amostra, sendo po¢os marcados com hidrocor,
no sentido de facilitar o momento da leitura.

Apbs o periodo de incubacao, foram pipetadas 30ul das amostras testes nas
laminas (Figura 10) para observagao de aglutinagdo em microscopia de contraste de
fase, para selecdo dos soros que aglutinaram mais de 50% das Leptospiras. Os
sSoros que apresentaram reacgdo positiva para um determinado sorovar foram
novamente congelados para posteriormente serem utilizados na titulagdo juntamente

com 0 sorovar reagente.
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Figura 10 - Distribuicdo das amostras de soro canino na lamina previamente preparada

Fonte: arquivo pessoal, 2015

4.4.2 Titulagéo

A titulagéo foi realizada com as amostras selecionadas da triagem. Os soros
sofreram uma diluicdo de 1:50 em solugéo salina (NaCl 0,85%) na quantidade de 4,9
ml de solugéo salina para 0,1 ml do soro. Em seguida, foi removido da diluigéo 0,2
ml com uma micropipeta e colocado em um eppendorf que recebeu a identificacao
do titulo de 100 e mais 0,2 ml do antigeno foi adicionado nesse mesmo eppendorf.
Um segundo eppendorf, identificado com a numeracao do titulo de 200, recebeu 0,2
ml da mistura do 1° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno. No 3° eppendorf com a
identificacdo do titulo de 400, recebeu 0,2 ml do 2° eppendorf mais 0,2 ml do
antigeno. O 4° eppendorf com a identificacdo do titulo de 800, recebeu 0,2 ml da
diluicdo do 3° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno. O 5° eppendorf representando
uma titulagcdo de 1600 recebeu 0,2 ml do antigeno e mais 0,2 ml da diluicdo do 4°
eppendorf. Seguiram-se estes procedimentos até a titulacdo 3200 (Figura 11). Todo
0 procedimento foi realizado em todos os soros separadamente, utilizando os
sorovares que havia sido positivo para determinado soro no teste de triagem. Para a
realizagdo da leitura da aglutinagdo, foram removidos 30 ul de cada eppendorf e

postos em laminas e encaminhadas a microscopia em contraste de fase.
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Figura 11 — Exemplificacdo das titulagdes realizadas com as amostras de soro sanguineo separadas
na triagem

0,2mL 0,2mL 0,2mL 0,2mL 0,2mL 0,2mL

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

Fonte: Elaboracéo da autora, 2016

4.5 ESTUDO ESTATISTICO

As informagdes obtidas foram armazenadas em banco de dados da planilha
do Excel (versdo 2010), na qual a distribuicdo de frequéncia foi calculada. Para
analise, buscou-se verificar a existéncia de diferenca significativa entre as variaveis
estudadas e a presenca de anticorpos anti-leptospira, para isso foi realizado o teste
do Qui-quadrado (a < 0,05 — Exato de Fischer), odds ratio e intervalo de confianca

mediante software estatistico IBM SPSS Statistics (versédo 20.0).
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5 RESULTADOS

Das 200 amostras de soro canino analisadas, 60 apresentaram resultados
considerados positivos para leptospirose, com titulos = 100, obtendo-se uma
prevaléncia de 30%. Na Tabela 2 € apresentado o niumero de amostras de soro de
cdes reagentes e suas respectivas titulacdes, onde foi possivel observar que o
sorovar javanica foi o mais frequente, com seis (15,4%) amostras positivas, seguido
dos sorovares castellonis, hardjo, sejroe e tarassovi com trés (7,7%) amostras
positivas. Também foram encontrados os sorovares icterohaemorrhagiae, canicola,
grippothyphosa, cynopteri, panama, pyrogenes, patoc e hebdomadis com dois soros
reagentes (5,1%) e os sorovares copenhageni, pomona, bataviae, autumnalis e

wolffi com uma (2,6%) amostra positiva.

Tabela 2 - Frequéncia da positividade de amostras sorolégicas de cées da cidade de Cruz das Almas,
Bahia, Brasil, ao teste de SAM, segundo o sorovar reagente e o titulo obtido.

Sorovar Titulos

1-100 1-200 1-400 1-800 1-1600 1-3200 Total (%)
1.Icterohaemorrhagiae 1 0 0 1 0 0 2 5,1%
2.Copenhageni 1 0 0 0 0 0 1 2,6%
3.Canicola 1 0 1 0 0 0 2 5,1%
4.Grippothyphosa 1 0 1 0 0 0 2 5,1%
5.Pomona 0 0 1 0 0 0 1 2,6%
6.Australis 0 0 0 0 0 0 0 0,0%
7.Bataviae 1 0 0 0 0 0 1 2,6%
8.Castellonis 1 1 0 0 1 0 3 7.7%
9.Cynopteri 0 0 0 0 1 1 2 5,1%
10.Javanica 2 1 1 1 1 0 6 15,4%
11.Panama 1 0 0 1 0 0 2 5,1%
12.Pyrogenes 1 1 0 0 0 0 2 5,1%
13.Hardjo 1 0 1 1 0 0 3 7,7%
14.Sejroe 1 0 1 1 0 0 3 7,7%
15.Patoc 0 0 0 2 0 0 2 5,1%
16.Tarassovi 1 1 0 0 1 0 3 7,7%
17.Autumnalis 1 0 0 0 0 0 1 2,6%
18.Hebdomadis 0 1 0 1 0 0 2 5,1%
19.Wolffi 1 0 0 0 0 0 1 2,6%
Total 15 5 6 8 4 1 39 100,0%

Foi considerado positivo o sorovar com maior titulacdo. Nesta tabela ndo constam as coaglutinagcfes
(vide Tabela 3). Fonte: Elaboracao da autora.



50

Dos 60 caes soropositivos, 21 apresentaram coaglutinagdo, isto €, quando
mais de uma variante soroldgica demonstrou titulacdo para uma mesma amostra de

soro, conforme verificado na Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuigdo dos maiores titulos de anticorpos contra Leptospira spp. com coaglutinacdes,
em cées da cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

Titulos
Sorovar

1-100 1-200 1-400 1-800 1-1600 1-3200 Total (%)
Ictero./hardjo 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Copenh./Batavi./Cynopt./Sejroe 1 0 0 0 0 0 1 48%
Canico./panama 0 0 0 0 1 0 1 48%
Panama/sejroe 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Pomona/Castell. 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Batavi./wolffi 0 0 1 0 0 0 1 4,8%
Ictero./copenh./canico./grippo. 1 0 0 0 0 0 1 48%
Copenh./Pomona 0 0 0 1 0 0 1 4,8%
Cynopt./copenh. 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Javani./castell./panama/patoc 1 0 0 0 0 0 1 48%
Panamal/ictero./grippo. 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Pyroge./castel. 0 1 0 0 0 0 1 4,8%
Copenh./canico. 0 0 1 0 0 0 1 4,8%
Sejroe/copenh./patoc 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Patoc/hebdom. 0 1 0 0 0 0 1 4,8%
Tarass./patoc 0 0 1 0 0 0 1 4,8%
Autumn./patoc 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Panama/patoc 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Wolffi/patoc 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Pomona/wolffi 1 0 0 0 0 0 1 4,8%
Copenh./batavi. 0 0 0 1 0 0 1 4,8%
Total 13 2 3 2 1 0 21 100,0%

Fonte: elaboragéo da autora.

Em relacédo aos resultados da associacao entre as variaveis epidemiologicas
e a deteccdo de anticorpos anti-leptospira, o parametro que revelou significancia
guando contrastada com a soropositividade para leptospirose foi a idade de 6 meses
a 5 anos (OR= 2,5; p= 0,022). As outras varidveis ndo apresentaram diferenca
estatistica, porém sao relevantes para os resultados desta pesquisa, como vacina
para leptospirose, onde 90% dos animais ndo séo vacinados, 67,5% das pessoas
nao levam o cao ao veterinario, 90,5% dormem do lado de fora da casa e 73,5%

possuem contato com outros animais, conforme exibido na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da associacao das variaveis epidemioldgicas e a deteccao de anticorpos anti-
leptospira, com respectivos valores de odds ration, intervalo de confianca (IC) e a significancia (a <
0,05), realizado na cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

Sorologia 1:100

Positivo Negativo

Odds

9 -
(%) (%)  Ratio  'C%%  pvalor

IDADE

6 meses - 5 anos 25,5 48,5 .

> 5 anos 4,5 21,5 2,5 1,14 - 5,56 0,022

RACA

SRD 26,5 58,0

Definida 3.5 120 L6 064-386 0398

SEXO

Masculino 16,0 37.0

Feminino 14.0 330 L1 0,56 - 1,87 1

PROCEDENCIA

Adocéo 27,5 64,0

Comprado 2.5 6.0 1 0,35-31 1

PRESENCA DE RATO

Sim 220 495

Nao 8,0 20,5 1,2 0,58 - 2,27 0,735

TRAMENTO DE ESGOTO

Sim 245 565

N&o 5,5 13,5 11 0,49 - 2,32 1

DESTINO DO LIXO

Coleta da prefeitura 26,5 65,5

Deposito em local aberto 3,5 4,5 0.5 0,18-1,47 0,256

ACESSO A RUA

Sim 17,0 47,0

N&o 13,0 23.0 0,6 0,34-1,19 0,198

VACINA PARA LEPTOSPIROSE

Sim 3,5 6,5

Nao ) 26,5 63,5 13 0,49 - 3,42 0,613

VAl AO VETERINARIO

Sim 11,0 21,5

N&o 19,0 485 13 0,69-2,47 0,415

ONDE DORME A NOITE

Dentro de casa 3,0 6,5

Fora de casa _ 27.0 635 Ll 0,39-3 1

ALIMENTACAO

Fica a vontade 8,0 255

Obedece a horarios 22,0 445 064 033-124 0,195

CONTATO COM OUTROS ANIMAIS

Sim 23,0 50,5

N&o 7.0 19.5 1,27 0,63-256 0,601

HABITOS DE CACAR

Sim 145 345

N&o 15,5 35.5 0,96 0,53-1,76 1

AREAS FREQUENTADAS

Zona urbana 28,0 64,5

Zona rural 2.0 55 19  036-391 1



TIPO DE ALIMENTACAO
Racéo

Outros

MEXER NO LIXO

Sim

Nao
VERMIFUGACAO

Sim

Nao
CONHECIMENTO DA DOENCA
Sim

Nao

ORIGEM DA AGUA
Bebedouro

Outros

USO DE RATICIDA
Sim

Nao

PRESENCA DE GATO
Sim

Nao

8,0
22,0

12,0
18,0

21,0
9,0

16,5
13,5

23,5
6,5

10,0
20,0

19,0
11,0

19,0
51,0

28,5
41,5

47,5
22,5

41,0
29,0

52,5
17,5

24,5
45,5

39,0
31,0

0,98

0,97

1,11

0,86

1,21

0,97

0,73

0,49 - 1,93

0,52 -1,80

0,57 -2,13

0,47 - 1,59

0,59 - 2,49

0,51-1,85

0,39-1,36

52

0,868

0,643

0,719

0,351

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

Ao incorporar cada uma das variaveis em estudo com a idade, encontrou-se

significancia estatistica para presenca de roedores (OR= 2,19; p= 0,020), acesso a
rua (OR= 1,88; p= 0,029) e o ndo uso de raticida (OR= 1,63; p= 0,044), como

mostrado na tabela 5.

Tabela 5 — Resultado das variaveis que apresentaram significancia estatistica em associacdo com a
variavel idade e respectivos valores de odds ratio, intervalo de confianga (IC) e significancia (a <

0,05).
Idade
Variaveis 6meses- >5anos Odds 0

Sanos (%) (%)  Ratio 9%  p-valor
PRESENCA DE RATO
Sim 49,5 22,0 i
N3o 24,5 4.0 2,19 1,10-4,36 0,020
ACESSO A RUA
Sim 44,0 20,0 .
N3o 30.0 6.0 1,88 1,05-3,34 0,029
USO DE RATICIDA
Sim 22,5 12,0 )
N3ao 515 14.0 1,63 1,03-2,58 0,044

*p £ 0,05. Fonte: elaborag&o da autora.
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6 DISCUSSAO

A soropositividade (30%) para a leptospirose em caes domiciliados da cidade
de Cruz das Almas - BA foi semelhante aos resultados encontrados por Tesseroli et
al. (2008) que relataram prevaléncia de 32,27% em caes domiciliados de Curitiba,
PR. Taxas de prevaléncias menores do que o presente estudo também foram
demonstradas por Azevedo et al. (2011) que encontraram 19,74% de positividade
em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina
Grande, em Patos e por Benitez et al. (2010) em caes errantes localizados no
campus da Universidade Estadual de Londrina, PR, com 21,21% de animais
positivos. Taxas elevadas foram relatadas por Castro et al. (2011), com 38% de
positividade em Uberlandia, MG e por Freire et al. (2007), no Rio de Janeiro, que
obteve 73,3% de cdes soropositivos para leptospirose.

Em todas as pesquisas citadas houve uma diferenca da quantidade de
amostras e sorovares utilizados para realizacdo da prova de soroaglutinacao
microscopica, porém demonstra a grande variabilidade em relacdo a frequéncia da
soroprevaléncia desta enfermidade em diversas regibes do Brasil (SOUZA et al.,
2008).

Esse fato pode ser explicado pela variedade de fatores que influenciam na
ocorréncia da doenca, tais como: topografia, estacdo do ano (SILVA et al., 2009),
temperatura, indice pluviométrico, reservatorios domésticos e silvestres (SYKES et
al., 2011).

Dentre os sorovares pesquisados, o de maior ocorréncia foi o javanica
(15,4%). Diversos trabalhos pesquisados ndo demonstraram a soroprevaléncia para
0 sorovar javanica em cées, como verificado por Lemos et al. (2010), Silva et al.
(2006), Fernandes et al. (2013), Azevedo et al. (2011), Alves et al. (2000), Aguiar et
al. (2007) e Benitez et al. (2010).

Ha relatos de sua deteccdo em caes pertencentes um bairro de Botucatu —
SP, com 2,78% de soropositividade (FACCIOLI et al, 2007), na regido de Patos — PB
encontrou 2,5% de prevaléncia para caes errantes, sendo este sorovar considerado
acidental para cdes (BATISTA et al., 2004), em Berlim, na Alemanh&, foi encontrado
8% (SCHOLL et al., 2013) e em Kerala, na india, 6,1% (AMBILY et al., 2012).

Blazius et al. (2005) demonstraram que 0s cdes se comportam como

sentinelas, onde podem alertar quanto a introdu¢do de um sorovar de importancia
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zoonoGtica e como indicador de contaminacao ambiental. O resultado desta pesquisa
revelou o surgimento de um sorovar ndo comum nos exames sorologicos para
leptospirose canina.

Estudo realizado sobre a soroprevaléncia do sorovar javanica em ratos na
india relataram a ocorréncia de 50,3% de positividade (NATARAJASEENIVASAN et
al. 2011). Vedhagiri et al. (2010) isolaram leptospiras do roedor Rattus norvegicus,
onde encontraram 14,3 % de positividade para o sorovar javanica. Paixao et al.
(2011) ao pesquisarem leptospirose em animais silvestres de vida livre em llha
Solteira — SP, encontraram em roedores (Rattus spp.) e teids (Tupinambis
merianae), 11,1% e 25%, respectivamente, de ocorréncia para 0 sorovar javanica.
Este sorovar também foi achado em equinos (2,7%) criados na llha do Algodoal no
Pard (MORAES et al., 2010) e em ovinos (19,5%) da regido do meio norte do Mato
Grosso (ECKSTEIN et al., 2014).

Os cédes podem adquirir a doenca através do contato com outros cdes, com
restos de alimentos contaminados, por ratos que podem urinar nos comedouros ou
pelo contato direto com roedores infectados (LEMOS et al., 2010). Os roedores
sinantropicos, principalmente o Rattus norvegicus é principal reservatério urbano
desta enfermidade, eles eliminam as bactérias através da urina por toda sua vida
(JORGENS, 2011). Dados como esse séo preocupantes, pois se observou que mais
de 90% desses caes, apesar de domiciliados, dormem fora de casa.

Sabe-se que os ratos sdo conhecidos como fonte de inUmeros agentes
patogénicos (HIMSWORTH et al., 2013). Apesar da nédo significancia entre a
presenca de roedores e a sorologia, a cidade de Cruz das Almas possui uma
porcentagem de 71,5% de roedores, o que pode indicar a possibilidade da alta
prevaléncia deste sorovar nos bairros de estudo. Na qual se mostra uma mudanca
no padrdo de ocorréncia da doencga, jA que 0s sorovares encontrados com maior
frequéncia em cées é o icterohaemorrhagiae e canicola (SANTIN et al., 2006) estes
verificados em menor quantidade neste trabalho. Foi demonstrado também que
90,5% dos caes dormem do lado de fora da casa, ficando entdo expostos, tendo
maiores possibilidades de contato com ratos, ja que estes possuem comportamento
noturno.

Somam-se a isto, observacgdes realizadas no momento da coleta nos bairros
em estudo, que revelaram terrenos baldios com presenca de entulhos, lixos a revelia

nas ruas, esgoto a céu aberto, acumulo de materiais descartados no fundo das
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casas, existéncia de cées errantes e outros animais domésticos, fatores que podem
propiciar a disseminagéo da leptospirose no meio em que vivem 0s caes.

Outros sorovares encontrados foram: castellonis, hardjo, sejroe, tarassovi,
grippothyphosa, cynopteri, panama, pyrogenes, patoc, hebdomadis, copenhageni,
pomona, autumnalis e wolffi, o que mostra a existéncia de diversas variantes
sorolégicas na cidade de Cruz das Almas, o que sugere que 0s cdes mantiveram
contato, direto ou indireto, com fontes de infeccdo para a doenca, possivelmente
existente na regido.

A maioria dos sorovares achados nesse trabalho ndo estdo presentes nas
vacinas comerciais para leptospirose. Isso fortalece a importancia de pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de novas vacinas contra a leptospirose e a
necessidade da inclusdo de novos sorovares, visando a elaboracdo de uma
protecdo efetiva e de imunidade mais duradoura (BATISTA et al., 2005). De acordo
com Castro et al. (2011), as bacterinas antileptospiricas para cdes devem conter 0s
principais sorovares que acometem essa espécie, numa dada regido geogréfica.

Os resultados dessa pesquisa revelavam que 67,5% dos responsaveis nao
levam seus cdes ao médico veterinario, isso permite dizer que um cuidado basico e
essencial, como vacinacdo, pode nao esta sendo realizado, ja que 90% dos céaes
nao sao vacinados para leptospirose, este pode ser mais um aspecto que contribui
para ocorréncia da doenca. Minke et al. (2009) ressaltaram a relevancia de se
vacinar os caes, pois promovem protecdo contra a doenca clinica.

Dos 60 caes positivos, 21 apresentaram coaglutinacdo. Titulos de
coaglutinacdo também foram encontrados Aguiar et al. (2007) e Benitez et al.
(2010). Segundo Castro et al. (2011), isto pode ser um forte indicativo de reacdes
cruzadas entre 0s sorovares.

A idade foi a Unica variavel que apresentou significancia estatistica quando
comparada com a soropositividade, onde cées entre 6 meses e 5 anos
apresentaram maiores chances de adquirir a doenca. Um trabalho semelhante foi
realizado por Silva et al. (2006) que encontraram maior nimero de caes reagentes
com idade entre 1,1 a 5 anos, 0 que mostra uma exposi¢cdo com elevada frequéncia
e precocidade em relacdo ao contato com as leptospiras.

Ao incorporar cada uma das variaveis em estudo com a idade, encontrou-se
significancia estatistica para presencga de roedores, acesso a rua e 0 ndo uso de

raticida. Langoni et al. (2013) em estudo realizado em Botucatu — SP, observaram
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gue a alta prevaléncia para o sorovar grippotyphosa esteve associa¢ao positiva para
presenca de ratos no domicilio. No presente estudo, a ocorréncia de ratos encontra-
se influenciando a soropositividade em animais menores que cinco anos, assim,
existe a possibilidade de maior exposicdo destes animais de forma direta ou
indiretamente aos roedores. Os cédes podem se contaminar ao ingerir ratos, estes
ainda podem contaminar o solo, a 4gua e alimentos com sua urina (FREIRE et al.
2007), sendo que a depender da temperatura e umidade, as bactérias podem
permanecer por longos periodos no ambiente (HASHIMOTO et al., 2012).

Outra variavel que apresentou significancia foi 0 acesso a rua, estes animais
ao sairem acompanhados de seus responsaveis ou por algum descuido tenham
fugido de casa podem entrar em contato com cées errantes ou outras fontes de
infeccdo. De acordo com Lemos et al. (2010), a presenca de caes errantes contribui
para disseminacdo da leptospira, sendo muitas vezes assintomaticos por varios
meses, 0 que possibilita a propagacdo da bactéria através da urina sujeitando a
populacdo e outros animais a infec¢cdo. Deve-se levar em consideracdo o fato do
comportamento sexual dos caes de lamber e cheirar a genitalia e urina dos outros
animais, o que possibilita mais uma forma de contato e infeccéo, isso foi constatado
por Modolo et al. (2006) que acharam uma maior porcentagem de caes machos
soropositivos, onde relacionaram a esse fato. Em um estudo realizado por
Magalhdes et al. (2007) demonstraram que cdes ao ingerirem agua empocada,
revirarem lixo com restos de alimentos contaminados com a urina de roedores tem
3,59 vezes risco de adquirirem esta doenca.

Ademais, caes que possuem contato com outros animais possuem 23% de
soropositividade demosntrado nesse trabalho, j& que foi encontrado também
equinos, ovinos e suinos andando livremente pelos locais de coleta. Pelo exposto,
fica demonstrado que o0 acesso a rua gera uma seérie de possibilidades para que 0s
cées se tornem infectados. A persisténcia de focos de leptospirose se deve a
animais infectados, convalescentes e assintomaticos, que servem como fonte
continua de contaminagdo ambiental (OLIVEIRA et al., 2004).

Os responsaveis pelos animais que nao tem costume de consultar a equipe
de controle de roedores em seu domicilio, gera um favorecimento na
soropositividade dos animais menores que 5 anos. O uso de raticida € uma medida
quimica empregada para o controle de roedores (MINISTERIO DA SAUDE, 2009), o

nado uso de maneira adequada poderia estar implicando na permanéncia de um
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ambiente com constante presenca de roedores, o que estaria influenciando a

soropositividade nesses caes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho ajudaram a compreender melhor a
prevaléncia da leptospirose canina na cidade de Cruz das Almas — BA, sendo
possivel observar uma maior frequéncia para um sorovar ndo comum para a espécie
canina, o que desperta a necessidade de se reconsiderar os procedimentos de
prevencao da leptospirose, principalmente no tocante a producéo de vacinas.

As comparacdes entre os valores sorologicos positivos para leptospirose e 0s
dados extraidos dos questionarios aplicados, demonstraram significancia em relacéo
ao fator de risco idade entre seis meses e cinco anos. Este dado foi contrastado com
as outras variaveis do estudo, onde houve significancia para presenca de roedores,
acesso a rua e 0 nao uso de raticida. Estes fatores contribuiram para que animais
menores que cinco anos fossem soropositivos.

Os dados mostram que os roedores podem ser potenciais mantenedores das
leptospiras no ambiente e os cdes se comportam como reservatorio e sério fator de
risco para os seres humanos, assim como séo indicadores dos sorovares presentes
na area. Diante disso, a necessidade da elaboracdo de programas de controle da
doenca com acdes direcionadas para o uso de vacinas que contenham sorovares
presentes na regido, bem como saneamento do meio ambiente, visando,
principalmente o controle de roedores e a educacdo em salde. E importante
ressaltar que todos os responsaveis foram comunicados sobre a soropositividade

dos seus animais.
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ANEXO 2

TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO

TERMO DE ESCLARECIMENTO:

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa “Investigagao
da Leptospirose Canina na cidade de Cruz das Almas — Bahia”, sob responsabilidade
dos professores Robson Bahia Cerqueira, Veridiana Fernandes da Silveira e Flavia Santin
do curso de Medicina Veterinaria na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia -
UFRB. O objetivo do presente trabalho é investigar a ocorréncia da Leptospirose nos
bairros Inocoop, Tabela, Areal e Estrada de ferro, situados na cidade de Cruz das Almas,
Bahia. Sua participacdo € de carater voluntario ndo obrigatério, e contribuird de forma
significativa no registro dos casos da doenca em questdo e na adocdo de medidas de
controle e prevencéo na area da saide humana e animal. E garantida a confidencialidade
das informacfes geradas e a sua privacidade sobre as respostas da pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO:

Esclarecido sobre o objetivo da pesquisa que foi anteriormente exposto, eu

, estou de acordo em
participar deste trabalho, autorizando assim o uso dos resultados do mesmo 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



ANEXO 3

Inquérito Epidemiolégico

DATADE COLETA: __/__ [ N°AMOSTRA:

1. IDENTIFICACAO:
Responsavel:

Endereco: Telefone:

Nome do animal:

2. INFORMACAO EPIDEMIOLOGICA:

IDADE: ( ) 6 mesesab5anos ( ) maior que 5 anos

RACA: ( ) sem raca definida ( ) raca definida

SEXO: ()M ()F

PROCEDENCIA: ( ) adoc&o ( ) comprado

PRESENCA DE RATOS: ( )sim ( )néo

NA SUA CASA EXISTE TRATAMENTO DE ESGOTO? ( )sim ( )ndo
DESTINO DO LIXO: ( ) coleta da prefeitura ( ) depdsito em local aberto
O CACHORRO TEM ACESSO A RUA? ( ) sim ( ) néo

O CACHORRO E VACINADO PARA LEPTOSPIROSE? ( ) sim ( ) ndo
O CACHORRO VAI AO VETERINARIO? ( )sim ( ) ndo

O CAO DORME ONDE A NOITE? ( ) dentro de casa ( ) fora de casa
QUANTO A ALIMENTACAO: ( ) fica a vontade ( ) obedece horéarios

O CAO TEM CONTATO COM OUTROS ANIMAIS? ( ) sim ( ) ndo

TEM HABITO DE CACAR? ( )sim () ndo

QUAIS AREAS FREQUENTADAS PELO CAO? ( )zona urbana ( )zona rural
TIPO DE ALIMENTO FORNECIDO: ( ) ragdo ( ) outros

O ANIMAL TEM COSTUME DE MEXER NO LIXO? ( ) sim ( ) ndo

O ANIMAL E VERMIFUGADO? ( ) sim ( ) ndo

VOCE SABE O QUE E LEPTOSPIROSE? ( ) sim ( )nédo

QUAL ORIGEM DA AGUA QUE O ANIMAL BEBE? ( ) bebedouro ( ) outros
FAZ UTILIZACAO DE ALGUM RATICIDA? ( ) sim ( ) ndo

QUANTO A PRESENCA DE GATO? ( ) sim ( ) ndo



