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RESUMO

A leptospirose € uma doenca que pode se manifestar de forma aguda e
sistémica, que acomete o homem, animais domésticos e silvestres, distribuida
mundialmente, a qual seu agente etioldégico € a Leptospira interrogans. O objetivo
desse trabalho foi realizar investigagdo da ocorréncia da leptospirose canina
utilizando amostras coletadas em quatro bairros do municipio de Cruz das Almas —
Bahia, avaliando aspectos clinicos e sorologicos. O diagnéstico da leptospirose foi
feito através da técnica de Soroaglutinacdo Microscopica, utilizando 19 sorovares. A
frequéncia de animais sororreagentes encontrada foi de 30% (60/200), sendo o
sorovar Javanica o mais frequente, apresentando 15,4% (6/39) entre as amostras
positivas. Estatisticamente, os sinais clinicos que apresentaram correlagdo com o0s
animais positivos foram a frequéncia cardiaca (p = 0,002; OR = 9,68), ictericia (p =
0,032; OR = 4,68), hematuria (P = 0,004; OR = 12,32) e apatia (p = 0,046; OR =
4,95). Conclui-se que os animais soropositivos para leptospirose podem apresentar
diferentes sinais clinicos, sendo que a frequéncia cardiaca foi o que mais se

destacou nesse experimento.

Palavra-chaves: populag¢do canina, Soroaglutinacdo microscépica, zoonose.



ABSTRACT

Leptospirosis is a disease that can an acute and systemic manifestation
affecting humans, domestic and wild animals, worldwide distribution illness which the
etiologic agent is the Leptospira interrogans. The aim of this study was to investigate
the occurrence of canine leptospirosis using collected samples from four
neighborhoods in the city of Cruz das Almas - Bahia, evaluating clinical and
serological aspects. The diagnosis of leptospirosis was obtained by the Microscopic
agglutination test technique, using 19 serovars. The frequency of seropositive
animals found was 30% (60/200), being the Javanica sorovar the most commonly
found, occurring in 15.4% (6/39) of the positive samples. Statistically, clinical signs
correlated to the positive animals were the heart rate (p = 0.002; OR = 9.68),
jaundice (p = 0.032; OR = 4.68), haematuria (P = 0.004; OR = 12, 32) and apathy (p
= 0.046; OR = 4.95). It is concluded that seropositive animals for leptospirosis may
present different clinical signs, and the heart rate was the most significant factor in

this experiment.

Keyword: canine population ,microscopic agglutination test, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenga infecciosa mundialmente disseminada, sendo
considerada uma zoonose de grande importancia, tendo maior prevaléncia em
paises em desenvolvimento. Seu agente etiolégico é a Leptospira interrogans, que
possui diversos sorovares (FAINE et al., 2000). E prevalente em regifes com alto
indice pluviométrico e clima quente, porém, fatores como a exposi¢cdo ao hospedeiro
e presenca de animais reservatorios domésticos ou silvestres, podem influenciar na
distribuicdo geografica da doenca (SYKES et al., 2011).

Apresenta como fonte de infecdo os diversos reservatorios que mantem o
agente circulante na natureza, sem apresentar sinais severos da doencga, porém,
contaminando o ambiente (LEVETT, 2001). Entre os animais domeésticos que
mantem contato direto com os seres humanos, o cdo é considerado como principal
fonte de infecgcdo para o homem, pois, 0s mesmos podem eliminar Leptospiras spp.
vivas no ambiente por longo periodo sem apresentar sintomatologia clinica
(MAGALHAES et al., 2006).

Os cées podem adquirir a enfermidade através do contato com a urina ou
tecidos de animais infectados, além da ingestdo de comida e alimentos
contaminados com urina de ratos (Rattus norvegicus) ou de outros animais
domésticos e silvestres que podem albergar o microrganismo sem apresentar
nenhuma sintomatologia clinica (ADLER et al., 2010).

A doenca pode se manifestar nos cdes desde a forma assintomatica até
quadros clinicos graves. Os principais sinais clinicos observados na infecdo aguda
sdo: apatia, ictericia, anorexia, émese, febre, polidria, polidipsia, dor abdominal,
diarreia, mialgia, hematuria, hematoquesia, petéquias e sufusées em conjuntivas e
mucosas. Ainda pode haver uma rapida evolucdo da doenca para a morte, antes
mesmo do animal desenvolver sinais hepaticos e/ou renais mais especificos
(NELSON e COUTO, 2006).

Para o diagndstico da leptospirose, a técnica recomendada € a
Soroaglutinagdo Microscopica, pois permite a deteccdo de anticorpos sete a dez
dias apés a infeccdo (TEIXEIRA, et al, 2008). Outros exames laboratoriais como
hemograma completo, avaliacdo bioquimica sérica, urinalise e identificacdo da
bactéria em tecidos apropriados, associados aos sinais clinicos apresentados pelo

animal podem auxiliar no diagnostico (ANDRADE et al, 2008).
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O tratamento pode variar de acordo com cada caso especifico. E baseado na
administracdo de antibioticos de diferentes formulacbes e doses, associados a
correcdo de disturbios hidroeletroliticos através da fluidoterapia, quando necessario.
A prevencéao inclui instalacdo e cuidados com saneamento basico no ambiente e
vacinacdo dos animais expostos ao risco de infeccdo (GUIDUGLI, 2000;
GOLDSTEIN, 2010).

Tendo em vista a importancia da leptospirose canina e sua elevada casuistica
na clinica médica de pequenos animais, este trabalho é relevante por propor um
estudo da soroprevaléncia da leptospirose em cées domiciliados e os sinais clinicos
por eles apresentados em bairros de Cruz das Almas, Bahia que apresentam

condicBes ambientais favoraveis para que ocorra a enfermidade.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi realizar investigacdo da ocorréncia da
leptospirose canina e a correlagdo com os sinais cl utilizando amostras coletadas em
quatro bairros do municipio de Cruz das Almas — Bahia, avaliando aspectos clinicos

e soroldgicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar comunidades de Cruz das Almas-BA com presenca de caes
soropositivos para leptospirose.

- Utilizar teste de microaglutinacdo de contrate de fase para detectar soros

positivos para diferentes sorogrupos de Leptospira spp.

- Avaliar clinicamente os cdes submetidos a coleta de sangue para uma

correlagéo futura.
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3.0. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ETIOLOGIA

A leptospirose é causada por bactérias que pertencem ao Filo Spirochaete,
Ordem Spirochaetales, Familia Leptospiraceae e Género Leptospira (BHARTI,
2003). Sao gram-negativas, aerdbias obrigatérias e a microscopia de campo escuro
observa-se morfologia em espiral e a presenca de um gancho em suas
extremidades, como mostra a figura 1 (COSTA et al., 2001; MARCHRY et al., 2010).
Também chamadas de espiroquetas, possuem em média 0,1 a 0,2 um de largura
por 6 a 12 um de comprimento. Sao0 moveis e giram sobre o préprio eixo longitudinal
(NELSON E COUTO 2006).

Figura 1 - Microscopia eletronica de L. biflexa, sorovar Andamana, cepa JNS.

1.3um

Tamanho 11 x 0,1 pm, com 16 espiras (E) e ambos extremos
curvados (EC). Aumento de 15000x.

Fonte: http://www.scielo.org.pe/scielo.php?scripttext&pid=S172646342005000400007

Segundo a classificagcdo taxondmica classica, baseados em seus
sorogrupos, sorovares e na patogenicidade, Leptospiras spp. podem ser divididas
em dois grupos: patogénicas e sapréfitas. As espécies patogénicas que podem
infectar o homem e os animais compreendem em: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L.
interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii e L. alstoni, L. broomii,

L. fainei, L. inadai, L. wolffii e L. licerasiae, estas possuem mais de 200 sorovares
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agrupados em 23 sorogrupos. Ja o grupo das Leptospira spp. saproéfitas, possuem
38 sorovares agrupados em 6 sorogrupos correspondente a L. biflexa, L. meyeri, L.
wolbachii, L. kmetyi, L. vanthielii, L. terpstrae e L. yanagawae, sao encontradas
principalmente em &gua doce, apresentando poucos registros de infeccdo ao
homem e aos animais (MATTHIAS et al., 2008). De acordo com Levett (2001), os
caes podem se infectar por diferentes sorovares da espécie L. interrogans, sendo a
icterhaemorrhagiae, grippotyohosa, pomona e bratislava os mais comuns de causar
infeccoes.

Leptospira spp. sdo bactérias sensiveis ao ressecamento, congelamento,
calor extremo (50°C por 10 minutos), ambientes acidos, tecidos em putrefacao, luz
solar direta, desinfetantes comuns e antissépticos (FAINE et al., 2000; LEFEBVRE,
2003). Considera-se ambientes favoraveis para sua sobrevivéncia, areas como
agua, solos, lamas, rios, o contato com seus reservatérios e hospedeiros acidentais.
As condic¢des ideais para sua manutencdo no ambiente incluem agua estagnada
com pH levemente alcalino (variando entre 7,2 e 7,4), associado a temperatura que
pode variar entre 28°C a 30°C (TEXEIRA et al.,, 2008; OLIVEIRA, 2010). As
espécies saproéfitas sobrevivem e se multiplicam na agua, no entanto o0s
mecanismos de sobrevivéncia no ambiente ainda séo desconhecidos (PICARDEAU
et al., 2008).

3.2. CARACTERISTICAS DE CULTIVO E CRESCIMENTO

As Leptospiras spp. sdo microrganismos quimiorganotroéficos, ou seja, utilizam
como fonte de energia compostos organicos e ainda oxigénio como aceptor final da
cadeia de transporte de elétrons (NASCIMENTO et al., 2004a).

Sao cultivaveis em meios naturais contendo albumina bovina ou soro de
coelho, sendo também possivel cultiva-las in vitro em meios de cultura artificiais
como o Fletcher, Stuart ou de EMJH. O meio mais utilizado entre os artificiais € o
EMJH, que possui acidos graxos complexados e sorbitol como fonte de carbono, e
ainda a albumina sérica bovina como agente detoxificante. Ainda pode ser feita a
associacao entre o meio artificial EMJH e o soro de coelho numa concentracdo de 8
a 12% como fonte de cianocobalamina, albumina, ferro, acidos graxos e outros
nutrientes (LOMAR et al., 2002). Ainda, de acordo com Lomar (2002), Leptospira
spp. podem ser isoladas por inoculacdo de material estéril em hamsters e cobaias.
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Culturas apresentam crescimento ideal, com tempo de incubacdo que pode
variar de 2 dias até 26 semanas em condi¢cBes de temperatura entre 28 e 30°C
associado ao pH de 7,2 a 7,6 considerado como 6timo. A densidade das culturas
podem atingir concentracdo de 107 a 102 células/mL, com aparente turbidez
macroscopica a partir do quarto ou quinto dia de cultivo (QUINN et al., 2005, FAINE,
et al., 2000).

3.3. CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

Leptospira spp. apresentam uma estrutura celular semelhante a de bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, porém, com caracteristicas singulares como a
presenca de uma membrana dupla em que a membrana citoplasmatica e a parede
celular formada por peptideoglicanos estéo estreitamente associadas e cobertas por
uma membrana externa. Por apresentarem estas caracteristicas, tais bactérias ndo
sao coradas por Gram e suas dimensodes reduzidas ndo permitem sua visualizacéo
através da microscopia Optica convencional, sendo facilmente visualizadas por
microscopia de campo escuro, contraste de fase, por técnicas de impregnacao pela
prata, ou ainda imunofluorescéncia e imunoperoxidase (AVELAR & PEREIRA, 2005;
CULLEN et al., 2004; VIJAYACHARI et al., 2008).

Na membrana externa estao distribuidos os LPSs que sdo compostos por trés
segmentos ligados de forma covalente, sdo eles: o lipidio A, que € uma porcéo
lipidica altamente conservada responsavel por ancorar o LPS a membrana externa
celular; o core que consiste em uma porgcdo polissacaridica que forma a regiao
intermediaria; e mais externamente encontra-se o antigeno O, considerado como o
principal agente antigénico dos LPSs das bactérias gram-negativas (FAINE et al.,
1999).

Os LPSs de membrana diferenciam a superficie das Leptospiras spp. de
outras bactérias da ordem Spirochetales. Durante a biossintese de LPS, ocorrem
mudancgas nos genes envolvidos, considerado como um mecanismo de adaptagéo a
novas espécies de hospedeiros, influenciado também na diversidade de sorovares
patogénicos (NASCIMENTO et al., 2004b).

Entre as espécies patogénicas de Leptospira spp. (L. interrogans), sao

encontrados genes que contém a expressao de proteinas importantes para a
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sobrevivéncia e atividade desses microrganismos. Essas proteinas localizam-se na
porcado externa das membranas, garantindo a interagdo entre 0 microrganismo e o
hospedeiro durante a infeccao bacteriana, como € o exemplo da LipL 41 e a LipL 32,
lipoproteinas ancoradas pela por¢cdo N-terminal. O tecido epitelial do hospedeiro
estimula genes do microrganismo a codificar proteinas que vao facilitar o processo
de infeccdo. (SEIXAS et al., 2007; MATSUNAGA et al., 2007) (Figura 2).

Segundo Haake (2002) e Gabriel (2006), uma terceira lipoproteina, a LipL 36
€ sinalizada quando a bactéria entra em contato com a superficie do hospedeiro,
onde sua funcdo é neutralizar os anticorpos ali presentes, permitindo a entrada da
mesma. A membrana externa da bactéria contém a proteina transmembranica OmpL
que associada a LipL 41 induz a imunoprotecdo a bactéria contra fagocitose

realizada pelos macroéfagos (Figura 2).

Figura 2 - Composicéo da parede celular das leptospiras.

Lipl32 |LipLdl

W€

G § 2
OmpLl  Omp85

Lipl31 LipL36 O

Periplasm

1

Peptidoglycan

Fonte: Adaptado de Picardeal et al., (2009).

Estruturas denominadas exopolissacarideos séo responsaveis pela formacao
de uma capsula que forma um biofilme que vai promover protecdo as bactérias
contra o estresse osmotico e hidrico que podem ocorrer quando entram em contato
com agua, solo ou para auxiliar na persisténcia da infec¢cdo, quando se alojam nos
tubulos renais do hospedeiro (CULLEN et al., 2002; RISTOW et al., 2008).

3.4. TRANSMISSAO
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Ocorre através do estabelecimento de um ciclo que envolve a interacdo entre
reservatorios animais, ambiente favoravel e grupos de animais susceptiveis ao
agente. O grau de ocorréncia da doenca esta diretamente relacionada com a
guantidade de infectados na regido (LEMOS et al., 2010; IBARRA et al., 2003).

A transmisséo da leptospirose pode ocorrer de duas formas, direta ou indireta.
A forma direta se da pelo contato com sangue ou urina de animais doentes, feridas
por mordedura, pela ingestdo de tecidos infectados (abortos ou corrimento uterino),
via transplacentaria ou ainda através da coOpula, se o animal portador encontrar-se
no periodo de leptospiremia, onde 0 microrganismo estard presente no sémen
(LEVETT, 2001; SESSIONS et al., 2004; QUINN et al., 2005). J& a transmissao
indireta ocorre através da exposicdo do animal susceptivel a agua, solo ou pela
ingestao de alimentos contaminados (TEXEIRA et al., 2008).

A prevaléncia da leptospirose depende de um animal portador que € o
disseminador da doenca, denominado hospedeiro. Véarias espécies animais podem
se comportar como hospedeiro e cada sorovar tem um ou mais hospedeiros com
diferentes niveis de adaptacdo. Os microrganismos infectam outros individuos da
mesma espécie que também se tornardo reservatorios, ou entdo contaminam
individuos de espécies diferentes gerando os hospedeiros acidentais (OLIVEIRA et
al., 2004).

Os caes podem adquirir a infeccdo pela convivéncia com outros céaes
contaminados, bem como ratos com maior destaque para as espécies Rattus rattus
e Rattus norvegicus que urinam em areas comuns ou ainda pelo contato com outros
animais domesticos, de producdo ou silvestres. A espécie canina é considerada a
principal fonte de transmissédo da leptospirose para os seres humanos em areas
urbanas, devido ao estreito contato entre ambos, sendo que os céaes podem eliminar
leptospiras vivas através da urina durante varios meses, mesmo sem apresentar
nenhum sinal clinico caracteristico (MAGALHAES et al., 2006; ADLER et al., 2010).

3.5. EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose € uma doenca prevalente em regides geograficas com altos
indices pluviométricos e clima quente, constituindo um problema sanitéario de grande
importancia. E mais frequente em grandes centros urbanos onde encontra

ambientes favoraveis como areas com acumulo de lixo e esgotos a céu aberto, além
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das regides periféricas de pobreza que favorecem a dissemina¢do e a manutencao
do agente infeccioso de maneira permanente (SYKES et al., 2011; JASZCZERSKI,
2005).

E uma zoonose com elevada prevaléncia entre os animais domésticos,
silvestres e humanos. Sua epidemiologia € caracterizada por uma espécie de
hospedeiro primario que atua como reservatério para cada sorovar. O cdo € o
reservatorio para o sorovar Canicola, enquanto que, os ratos sao considerados
reservatérios do sorovar Icterohaemorrhagiae. Os demais sorovares estdo
associados a varias espécies de reservatorios como ruminantes, equinos, suinos e
animais selvagens (Tabela 1), com destaque para os roedores e carnivoros que
liberarem as espiroquetas no ambiente por meio da leptospiuria transitoria ou

permanente (LANGONI et al., 2002; WARD, 2002).

Tabela 1 - Exemplos de sorovares de Leptospiras spp. e seus hospedeiros de

manutencao.
Sorovar Hospedeiro de manutencao
Canicola Cées
Icterohaemorrhagiae Ratos
Grippotyphosa Guaxinis, ratos-calungas, gambas e esquilos
Wolffi Morcegos
Pomona Bovinos, suinos, gambas
Bratislava Suinos, ratos, cavalos
Hardjo Bovinos, ovelha
Ballum Camundongos
Bataviae Caes, ratos, camundongos
Cynopteri Morcegos
Tarassovi Suinos e bovinos
Copenhageni Ratos

Fonte: Adaptado de BHARTI et al. (2003), SENSSIONS e GREENE (2004), NELSON e
COUTO (2006).

Do ponto de vista epidemiologico, os cdes desempenham um papel

importante no ciclo da doenca, pois se comportam como sentinelas, alertando
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quanto a introducdo de um novo sorovar de importancia zoonoética, ou como
indicadores de contaminacédo ambiental (BLAZIUS et al., 2005).

O grande numero de sorovares de Leptospiras spp. descritos pode dificultar
os estudos epidemiolégicos, pois ocorrem variacdes regionais, bem como variacdes
nas espécies estudadas. Pesquisas revelam que h& uma certa predilecdo dos
diferentes sorovares por determinadas espécies de animais, podendo um
hospedeiro ser infectado simultaneamente por mais de um sorovar (ACHA et al.,
2003).

3.6. RESPOSTA IMUNE

O sistema imune dos mamiferos é composto pela imunidade inata, o primeiro
a ser ativado pelo sistema de defesa do hospedeiro contra o agente invasor e
adaptativa que € mediado por células T antigeno-especificas e células B.
(SHROPPEL et al., 2006).

A resposta imune do hospedeiro a leptospirose esta diretamente relacionada
aos eventos patolégicos da doenca. Os produtos das bactérias como GLP, LPS e
peptideoglicano vao estimular a ativacdo de macréfagos, levando a secrecdo de
TNF-a e IL-1, formando infiltrados leucocitarios nos sitios da infeccdo. Além de
estimular a producdo das citocinas, o LPS ativa a via alternativa do complemento
resultando em fagocitose ou opsonizagao dos microrganismos (CINCO et al., 1996).

Os mondécitos que sdo ativados vao secretar TNF-a, induzindo a inflamagao
local e sistémica além de IL-1, IL-6 e IL-8, importantes no controle da infec¢ao e que
estdo envolvidas no processo inflamatério (SLIFKA, 2000; HITTON, 2000).

Segundo Monteiro (2003), a imunidade na leptospirose € predominantemente
humoral e as imunoglobulinas sdo produzidas entre o segundo e décimo dia apés a
infeccdo dependendo da resposta imune do hospedeiro, da espécie acometida e do
sorovar infectante. Esse tipo de resposta imune, foi demonstrada através de testes
sorologicos, em que se observou maior atividade das imunoglobulinas da classe IgG
e IgM, apds a infeccdo, seja ela natural ou por imunizacdo (MARINHO, 2008).

Em relacdo as Leptospiras spp. ndo patogénicas ou avirulentas, estas sao
eliminadas ja no primeiro momento da infec¢cdo através das barreiras inatas de
defesa (AVELAR et al., 2005).
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3.7. PATOGENIA

A patogenia da leptospirose é dinamica e depende de fatores variados. Apos
a penetracdo da Leptospira spp. nho organismo através de cortes ou abrasdes na
pele, das mucosas, inclusive conjuntiva, ou ativamente através da pele integra apos
contato prolongado em agua contaminada ou urina, ocorre uma rapida disseminacéo
da bactéria no sangue, favorecendo sua multiplicacdo, com duracdo média de 3 a 10
dias. Este periodo € denominado como fase de leptospiremia e compreende a
primeira fase da doenga, ndo imune, onde o animal pode apresentar sintomatologia
branda e inespecifica. A partir desse momento, Leptospira spp. se disseminardo em
diversos tecidos como baco, sistema nervoso central, olhos, trato genital e
principalmente nos rins e figado (FAINE et al., 2000).

Com o comprometimento dos 6rgdos, € iniciada a segunda fase da doenca,
por volta do sétimo dia apos a infeccdo. Esta é denominada como fase imune ou
leptospirdria que causa a sintomatologia classica e é caracterizada pela eliminacao
dos microrganismos através da urina. Os rins infectados estardo comprometidos e
apresentardo nefrite tabulo-intersticial, com poucos focos inflamatérios linfocitarios,
necrose tubular e hemorragias. Leptospiras ssp. sdo encontradas em grande
namero nos tubulos contorcidos proximais, glomérulos e intersticio (NALLY et al.,
2004; YANG et al., 2006b). A eliminacdo urinaria das bactérias passa a ser
intermitente, podendo persistir por longos periodos, dependendo da espécie animal
acometida e sorovar envolvido. Essas alteracbes podem ser reversiveis se 0
tratamento for iniciado precocemente, caso contrario, as Leptospiras ssp. se
instalam, tornando-se viaveis nos tubulos renais, levando o animal ao estado de

portador crénico assintomatico (YANG et al., 2001).

3.8. SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos desenvolvidos por um cdo acometido pela leptospirose
dependem de fatores como idade, viruléncia do sorovar, grau de exposi¢cdo a
doenca e reposta imune do hospedeiro (SANTIM et al.,, 2006). A enfermidade &
caracterizada por apresentar diversos sinais clinicos inespecificos, onde os animais

infectados podem apresentar desde um quadro assintomatico onde ndo demonstram
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nenhuma sintomatologia clinica até a forma superaguda, aguda, subaguda ou
cronica da doenca (FREIRE et al., 2008).

Caes com a doenca clinica superaguda, apesentam em sua maioria sinais
clinicos como anorexia, depressao, hiperestesia muscular generalizada, taquipnéia,
taquicardia, émese, febre e mucosas hipocoradas. Petéquias, equimoses, melena e
epistaxe podem ocorrer devido a trombocitopenia e coagulacdo intravascular
disseminada, sendo que estes podem evoluir rapidamente, causando a morte antes
mesmo de haver um comprometimento renal ou hepatico evidente. Ja os caninos
infectados de forma subaguda podem apresentar febre, depressédo, conjuntivite,
panuveite, sinais clinicos ou achados de exame fisico que indiguem sindromes
hemorragicas, doenca hepatica, como principal sinal clinico a ictericia (Figura 3),

doenca renal ou uma combinacao das duas ultimas (NELSON et al., 2006).

Figura 3 - Ictericia significativa distribuida em 6rgéos e tecidos de um cédo acometido
pela leptospirose.

a. Ictericia em esclera; b. Ictericia em regido ventral. Fonte: Arquivo pessoal, (2016).

Na forma aguda, pode causar a morte do animal por insuficiéncia renal e
hepética e aqueles que sobrevivem a infeccdo, tornam-se portadores e excretam
leptospiras pela urina de forma assintomatica, disseminando a doenga para outros
cédes, outras espécies animais e para o homem (GREENE, 2006). Nos casos em que
a leptospirose é classificada como cronica, o animal pode apresentar sinais como
polidria, polidipsia, perda de peso, ascite e a encefalopatia hepatica devido a

insuficiéncia hepatica desenvolvida (NELSON et al., 2006).
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3.9. DIAGNOSTICO

O diagnostico da leptospirose é essencial para a escolha do tratamento
precoce e prognostico do paciente, e baseia-se nos achados clinicos, soroldgicos, e

na deteccao e isolamento do agente (RUBEL et al., 2005).

3.9.1. DIAGNOSTICO CLINICO

E baseado em alteracbes apresentadas pelo animal, principalmente por
aqueles que ndo sao vacinados, com histérico de acesso a rua ou que tem contato
com roedores, porém, os sinais clinicos e clinicos patolégicos ndo séo especificos e
muitas vezes o diagnodstico € de suspeita. Cades com hepatite, insuficiéncia renal,
alteracdes entéricas, febre e anorexia, chamam a atencédo para possivel infeccao,
sendo que os machos, sem raca definida, com idade variando entre quatro e dez
anos, apresentam maior suscetibilidade (LANGONI et al., 2000; WARD et al., 2002).

3.9.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico de referéncia para a leptospirose é feito através do Teste de
Soroaglutinacdo Microscépica (Microscopic Agglutination Test ou MAT). Este é um
teste especifico e sensivel na segunda fase da doenca, caracterizada como fase
imune tardia, permitindo a titulacdo sorologica e a identificagdo do sorovar
responsavel pela infeccdo, sendo considerada como uma importante ferramenta
epidemioldgica. Apesar de ser uma técnica bastante utilizada, possui baixa
sensibilidade em quadros agudos iniciais e cronicos, pois nestes momentos, 0S
titulos de anticorpos podem ser indetectaveis ou muito baixos, respectivamente
(LEVETT, 2001; CRODA et. al., 2007).

Outras técnicas soroldgicas foram desenvolvidas, como o teste de
imunoensaio soroldgico (ELISA) para deteccdo de IgM, porém, possui baixa
sensibilidade para o diagndstico da doenca na fase aguda, sendo capaz de detectar
pacientes positivos apdés a primeira semana da infeccdo (BAJANI et al.,, 2003;
SENTHILKUMAR et. Al., 2008).
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Associados aos dados soroldgicos, exames como hemograma completo e
bioguimica sérica permitem uma caracterizacdo mais rapida do quadro clinico,
facilitando o diagnostico da doenca. A leptospirose pode induzir leucocitose com
neutrofilia e anemia oriundas da hemodlise intravascular. A trombocitopenia também
pode ser visualizada e alteracdes renais e hepaticas podem estar presentes. Dados
mostram que a azotemia pode ocorrer devido a reducdo da perfusdo renal e da taxa
de filtracdo glomelurar que associa-se a destruicdo das células do epitélio renal pela
acao de toxinas que estao presentes na composicdo da membrana das Leptospiras
spp. (GREENE et al., 2006; LANGSTON et al., 2003). Ja as alteracOes relacionadas
aos niveis séricos de ALT e FA, enzimas que avaliam a integridade do figado e
vesicula biliar, podem estar relacionadas com danos celulares ao 6rgao e colestase
respectivamente.

Ainda para auxiliar no diagnostico da leptospirose, o cultivo microbioldgico é
possivel através do isolamento do agente a partir de secrecfes como urina ou fetos
abortados por técnicas de imunofluorrescéncia. Outras técnicas como coloracéo pela
prata e microscopia de campo escuro tém sido utilizadas para demonstrar as
leptospiras em tecidos. (QUERINO et al., 2003).

3.9.3. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

E importante que se faca o diagndstico diferencial para outras enfermidades,
como anemia hemolitica imunomediada, hepatite infecciosa canina, erliquiose,
riquetsiose, toxoplasmose e insuficiéncia renal, pois as mesmas apresentam sinais

clinicos comuns com a leptospirose canina (TILLEY et., 2003).

3.10. TRATAMENTO

O tratamento da leptospirose canina pode variar de acordo com cada caso
especifico e se baseia na reposicdo do equilibrio hidroeletrolitico, energético e no
uso de antimicrobianos (GUIDUGLI, 2000; SESSIONS et al., 2004). Nos casos em
que a doenca é classificada como aguda grave, a terapia de suporte € recomendada
e esta deve ser estabelecida a partir dos sinais clinicos apresentados pelo animal. A

fluidoterapia € a base do tratamento, onde animais que estejam apresentando
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choque devem ser tratados agressivamente com fluidos intravenosos, de preferéncia
0 Ringer Lactato e a desidratacdo deve ser corrigida no intervalo de 6 a 24 horas.
ApoOs a correcao da desidratacdo a fluidoterapia deve ser mantida para estimular a
diurese e, se necessario, diuréticos podem ser administrados devido aos danos
renais causados pelas bactérias. Em casos graves de anemia severa, coagulacao
intravascular disseminada ou hipoalbuminemia acentuada a transfusdo de plasma
ou de sangue fresco total pode ser necessaria (NOEL, 2004).

Leptospira spp. s@o sensiveis a varios antibidticos comercializados (Tabela 2)
e 0 estabelecimento da antibioticoterapia deve acontecer logo apés o diagndstico ou
suspeita da doenca. A terapia sera responséavel pela reducdo da bacteremia em
poucas horas, pois inibem a multiplicacdo do microrganismo na corrente sanguinea
e tecidos e consequentemente as complicacdes fatais como faléncia renal e
hepética. Porém, em contra partida, esses farmacos ndo sdo capazes de reverter
alteracbes patoldgicas ja instaladas (GREENE et al., 2006). Inicialmente os cées
podem ser tratados com ampicilina administrada por via intravenosa ou penicilina G
administrada por via intramuscular ou intravenosa (NELSON et al., 2006).
Associados a antibioticoterapia inicial ou em casos em que o animal é considerado
como um portador crénico, a doxicilina, estreptomicina e diidroestreptomicina séo
exemplos de farmacos que podem ser utilizados por serem responsaveis pela
eliminacéo da infecco renal que propicia a contaminacdo do ambiente. E importante
gue a antibioticoterapia completa seja realizada por, pelo menos, quatro semanas
(FAINE et al., 2000; BURR et al., 2009).



Tabela 2 - Antimicrobianos comercializados que podem ser utilizados para o

tratamento da leptospirose em cées.
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Droga Dose Via Intervalo Duracéo
Penicilina G 25.000 a 40.000 U/kg IM, SC, IV  BID 14 dias
Ampicilina 22 mg/kg VO, SC, IV TID/QUID 14 dias
Amoxicilina 22 mg/kg VO BID/TID 14 dias
Doxiclina 5mg/kg VO, IV BID 14 dias
Tetraciclina 22 mg/kg VO TID 14 dias
Eritomicina 15-20mg/kg VO, IV BID/TID 14 dias
Azitromicina 10 mg/kg VO SID 5-7 dias
Estreptomicina 20mg/kg VO QUID 14 dias
Diidroestreptomicina 20mg/kg VO QUID 14 dias

Fonte: Adaptado de SESSIONS & GREENE (2004).

3.11. VACINAS

Devido a grande dificuldade de implantar medidas de prevencdo nas
populacdes mais afetadas, a vacinacdo dos animais torna-se um fator de extrema
importancia. As vacinas anti-leptospiricas existentes no mercado sédo compostas de
uma suspensdo bacteriana inativadas quimicamente, definida como bacterina dos
sorovares mais prevalentes (L. Canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa e
L. Pomona). As bacterinas possuem inconvenientes como uma protecdo de curta
duracdo, havendo a necessidade de revacinacdo em menor intervalo de tempo,
protecdo incompleta contra sorovares nao presentes na formulacdo e efeitos
colaterais como reagOes de hipersensiblidade. Ainda n&o se tem certeza sobre o
entendimento do mecanismo de imunidade protetora das vacinas composta por
bacterinas. A camada de LPS parece conferir uma parte da imunidade humoral,
havendo também a participacédo da resposta celular (FAINE et al., 2000; LEVETT,
2001; NAIMAN et al.,, 2001). Acredita-se, ainda que a vacina feita a base de
bacterina ndo seja capaz de impedir que o animal desenvolva a fase de leptospiruria
ou poteje-lo em casos em que ha uma grande exposicao a bactéria (BOLIN, 2001;
FONTAINE, 2003).
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A vacinacdo dos cées utilizando vacinas contendo bacterinas especificas da
regido é de extrema importancia como medida preventiva, pois, desse modo, ha
uma reducao significante da prevaléncia da leptospirose canina, evitando assim o
estado portador que o animal pode exercer. Estudos ja revelaram que os sorovares
mais adaptados a espécie canina sao L. icterohaemorrhagiae e L. canicola,
entretanto, inquéritos sorolégicos realizados nas diferentes regides do Brasil,
evidenciaram uma grande variabilidade de sorovares em diferentes localizacdes
geograficas do pais, com alta prevaléncia para o sorovar copenhageni (MANUAL DE
ZOONOSES, 2011). Isso reforca a importancia da pesquisa continuada no
desenvolvimento de novas vacinas contra a leptospirose e a necessidade da
inclusdo de novos sorovares, visando a elaboracdo de vacinas mais efetivas,

estimulando uma imunidade mais duradoura aos animais (BATISTA et al., 2005).

3.12. CONTROLE E PREVENCAO

Uma série de medidas devem ser implantadas para a realizagdo do controle e
prevencdo da leptospirose canina e humana. Dentre elas podemos destacar as
principais, relatadas por HAGIWARA, 2003; VASCONCELOS et al., 2012:

- O controle da populacéo de roedores;

- Limitar o acesso dos cées a areas pantanosas, lamacentas, lagos, areas alagadas
e pastagens altamente irrigadas, ambientes favoraveis a sobrevivéncia das
leptospiras;

- Confinamento dos caes em domicilio e vacinacdo dos mesmos a cada seis meses;
- Isolamento e tratamento dos animais sintomaticos e suspeitos;

- Implantacdo de medidas de controle como investimentos no setor de saneamento
basico com melhorias das condi¢gdes sanitarias da populacao.

Ainda é importante destacar que pessoas que trabalham na limpeza de
lamas, entulhos e desentupimento de esgoto ou meédicos veterinarios e outros
profissionais que entram em contato com animais domésticos e silvestres
susceptiveis a leptospirose, devem fazer uso de equipamentos de protecdo
individual como botas e luvas de borracha, reduzindo assim o potencial zoonético da
doenca. (BRASIL, 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada no municipio de Cruz das Almas, situada no
Reconcavo Sul da Bahia, Brasil (Figura 4). Localizada a 146 quildbmetros da capital
do Estado, Salvador, apresenta coordenadas geograficas de 12° 40' 12" S de
latitude e 39° 06" 07" W de longitude, com clima tropical e pluviosidade anual de
1.136 mm?3. Possui temperatura média de 23,0°C e sua populacédo gira em torno de
63.299 habitantes, com densidade demografica de 402,12 hab./km? (PREFEITURA
DE CRUZ DAS ALMAS, 2015). O estudo foi aplicado em bairros aleatorios como
Inocoop, Areal, Estrada de ferro e Tabela. O mesmo foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais - CEUA da UFRB, protocolo n° 23007.004595/2016-83,
seguindo os principios Eticos na Experimentacdo animal (Anexo 1).

Figura 4 - Localizagdo do municipio de Cruz das Almas, Bahia.
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Fonte: http://www.weather-forecast.com/locations/Cruz-das-Almas

4.2. COLETA DAS AMOSTRAS

Antes da coleta do sangue para realizagcdo dos testes e avaliagdo das
constantes fisioldgicas, foi realizada uma pequena entrevista com o proprietario por

meio de uma ficha de identificagcdo do animal para obtencdo de dados como nome


http://www.weather-forecast.com/locations/Cruz-das-Almas
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do animal, idade, raca, sexo, nome do proprietario, endereco e telefone para
contato.

Foi aplicado aos responsaveis pelos animais um termo de consentimento e
esclarecimento no qual o mesmo assinava e ficava com uma coépia. Nesse mesmo
documento constava a permissao para utilizacdo dos dados gerados e do material
biolégico coletado para que pudessem ser usado no presente trabalho e em futuras
publicacdes cientificas (Anexo 2).

Foram colhidas amostras de sangue de 200 cées (Canis familiaris)
domiciliados, durante o periodo de fevereiro a dezembro de 2015, sem distin¢do de
raga, sexo e idade. Para colheita do material, a veia de acesso variou de acordo com
a idade e massa corporal dos cdes sendo que, nos animais ainda filhotes ou em
racas de pequeno porte, a venopuncéo foi procedida na veia jugular, enquanto que,
em animais adultos ou de racas de médio a grande porte, a venopuncao foi
realizada na veia cefalica acessoéria, apds antissepsia prévia com alcool a 70%

(Figura 5). Nao foi necessario realizar tricotomia no local da coleta.

Figura 5 - Venopunc¢éo da veia cefélica acessdria em cao de médio porte.
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Fonte: Arquivo pessoal, (2015).
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Foram utilizadas seringas de 3mL e agulhas descartaveis com calibre 25x7
para cada cao. As amostras foram acondicionadas em tubos sem anticoagulantes
para extracdo do soro e mantidas sob refrigeracéo (2 a 8° C) em caixa isotérmica.
Posteriormente foram encaminhadas ao Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI)
da UFRB, no qual foram centrifugadas a 3.000 rpm, durante 10 minutos. O soro foi
acondicionado em microtubos de plastico (Eppendorf) identificados de 1,5mL e
mantido em freezar a -20° C, até o momento da realizacdo da técnica de

Soroaglutinacdo Microscoépica (Figura 6).

Figura 6 - Aliquotagem das amostras.

Fonte: Arquivo pessoal, (2015).

A quantidade de amostras colhidas foi calculada com base na populacao total
de caes da cidade, estimada a partir da populacdo humana de 64.197 habitantes.
Para o célculo da propor¢cdo cdo: homem, foi utilizada uma relacdo de 1:10
(REICHMANN et al., 1999), que resultou em um total de 6.420 cées. O calculo foi
feito no programa Microsoft Excel (versdo 2010), considerando-se um nivel de
confianca de 95%, prevaléncia de 85% e erro estatistico de 5%, de acordo com a
férmula descrita abaixo, resultando no N amostral de 190 cédes, onde, por motivo de

seguranca foram colhidas 200 amostras.
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N = N.Z2.p.(1-p)
Z2 .P.(1-p) +e2.(N-1)

Onde - n: numero de individuos da amostra; N: populagéo total; Z: intervalo de
confianca; p: proporcgéo estimada; e: erro amostral.

4.3. COLETA DAS CONSTANTES FISIOLOGICAS E SINAIS CLINICOS

Foi realizado o exame fisico de todos os animais que tiveram o sangue
coletado para obtencédo de dados como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
temperatura, TPC, coloracdo das mucosas, presenca de escleras hiperémicas,
ceratoconjutivite, presenca de petéquias, presenca de ictericia, linfoadenomegalia,
hidratacdo, algia a palpacdo abdominal sugestivo de aumento de érgdo como figado
ou alteracdes renais, comportamento e se o0 proprietario havia observado nos dias
anteriores alteragcdes no apetite, émese, presenca de hematuria, hematoquezia e/ou
epistaxe (Figura 7). Todos os dados foram registrados em uma ficha clinica
especifica (ANEXO 3). Os procedimentos foram realizados com animal devidamente

contido, de forma cuidadosa e explicados ao proprietario.

Figura 7 - Avaliagdo do aspecto clinico dos animais.
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a. Avaliagdo da mucosa ocular; b. Auscutacédo cardiaca; c. Avaliagdo dos linfonodos
popliteos; d. Afericdo de temperatura.
Fonte: Arquivo pessoal, (2015)

4.4. SOROLOGIA

Para o diagndstico sorolégico da leptospirose, foi utilizado o teste
Soroaglutinagdo Microscopica com Antigenos Vivos, preconizado pela OMS (FAINE
et al., 2000). Foram utilizados 19 sorovares de leptospiras vivas (Tabela 3),
fornecidas pela Fiocruz - Fundacéo Osvaldo Cruz, referéncia nos estudos voltados a

leptospirose.



Tabela 3 - Relacado de sorovares utilizados na Soroaglutinacdao Microscopica.

N° de antigenos

Sorogrupo

Variante do sorogrupo

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae
Canicola
Grippothyphosa
Pomona
Australis
Bataviae
Ballum
Cynopteri
Javanica
Panama
Pyrogenes
Sejroe
Sejroe
Semaranga
Tarassovi
Autumnalis
Hebdomadis
Sejroe

Fonte: Elaboracéo da autora.

icterohaemorrhagiae

copenhageni
canicola

grippothyphosa

pomona
australis
bataviae
castellonis
cynopteri
javanica
panama
pyrogenes
hardjo
sejroe
patoc
tarassovi
autumnalis
hebdomadis
wolffi
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Para obtencdo dos antigenos, foram realizadas cultivos de Leptospira spp.

vivas a partir das matrizes mantidas no LDI da UFRB, repicadas a cada 7 dias em

meio de cultura EMJH (Difco®), enriquecido com 10% de soro de coelho, mantido em

estufa a 30°C. Foram realizadas avalia¢gdes quinzenais em microscopia de contraste

de fase a fim de evitar a utilizacdo de antigenos com contaminacao, autoaglutinacéo

ou mortalidade de Leptospira spp. O critério adotado para considerar um soro como

reagente foi a aglutinagdo de pelo menos 50% de Leptospira spp. na diluicdo de

1:100.

4.4.1. TRIAGEM

Para a realizacdo da triagem foram removidos 0,2 mL do soro de cada amostra e

pipetados em tubos estéreis contendo 4,8 mL de NaCl, em uma proporcéo de 1:100

(Figura 8). Em seguida 0,2 mL das cepas de Leptospiras spp. foram adicionadas,
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com auxilio de micropipetas, a 4,8 mL de NaCl também em meio estéril, sempre

mantendo o cuidado de impedir a contaminag&o da material (Figura 8).

Figura 8 - Preparacédo das amostras de soro e cepas para titulacéo.

a. Diluicdo das amostras em NaCl; b. Diluicdo das cepas leptospiricas em NaCl.

Fonte: Arquivo pessoal, (2015).

Dando sequéncia ao processo, foram adicionados 200ul da diluicdo do soro
de cada amostra em 19 eppendorfs devidamente organizados em estantes para
cada amostra, e em seguida foram adicionados mais 200ul das suspensdes
antigénicas preparadas anteriormente. Ao final desse processo, as amostras foram
mantidas em estufa bacteriolégica a 37°C, durante 3 horas com o propdsito de obter
a aglutinacédo das amostras positivas. Para auxiliar na leitura, foram confeccionadas
em laminas de vidro, marcac¢des que delimitavam espacos onde foram pipetados

30ul das amostras a serem avaliadas (Figura 9).
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Figura 9 - Lamina de vidro com marcagdes confeccionadas para facilitar a leitura
microscoépica.

Fonte: Arquivo pessoal, (2015).

Para observacédo das aglutinagdes, foi utilizada microscopia de contraste de
fase e eram considerados positivos aquelas amostras que apresentaram aglutinagéo
igual ou superior a 50%. As amostras que apresentaram positividade para um
determinado sorovar, foram novamente congelados para serem posteriormente

utilizados na titulacéo.

4.4.2. TITULACAO

A titulacao foi realizada com 60 amostras que obtiveram resultado positivo na
triagem. Nessa fase, os soros sofreram uma diluicdo de 1:50 na quantidade de 4,9
mL de solu¢do salina para 0,1 mL do soro. Em seguida, com auxilio de uma
micropipeta, foi removido da primeira diluicdo 0,2 mL e adicionado a um eppendorf
que recebeu a identificacdo do titulo de 1:100 onde foi adicionado mais 0,2 mL do
antigeno. Um segundo eppendorf, identificado com a numeracédo do titulo de 1:200,
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 1:400, recebeu 0,2 mL do contetudo do 2°
eppendorf mais 0,2 mL do antigeno. O 4° eppendorf com a identificacdo do titulo de
1:800, recebeu 0,2 mL da diluicdo do 3° eppendorf e mais 0,2 mL do antigeno. O 5°
eppendorf representando uma titulacdo de 1:1600 recebeu 0,2 mL do antigeno e
mais 0,2 mL da diluicdo do 4° eppendorf. Seguiram-se estes procedimentos até a
titulacdo 1:3200. Todo o procedimento foi realizado em todos os positivos
separadamente. Ao final desse processo, as amostras foram mantidas em estufa
bacteriolégica a 37°C, durante 3 horas para que ocorresse a aglutinagcdo das

amostras positivas nos variados titulos. Para a leitura, também foram utilizadas
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laminas com marcagfes que delimitavam espacgos nos quais foram pipetados 30l
das amostras a serem avaliadas.

Para observacdo das aglutinacdes, foi utilizada microscopia de contraste de
fase e eram considerados positivos aqueles que apresentaram aglutinacdo igual ou

superior a 50% em cada titulagéo.

4.5. ESTUDO ESTATISTICO

As informacgdes obtidas foram armazenadas em banco de dados da planilha
do programa Microsoft Excel (versdo 2010), na qual as distribuicdes das frequéncias
foram calculadas. Para analise, buscou-se verificar a existéncia de diferencas
significativas entre as varidveis estudadas e a presenca de anticorpos anti-
leptospira, para isso foi realizado a correlacdo ndo paramétrica de Tau-b de Kendall,
o teste do Qui-quadrado (a < 0,05), Odds Ratio e intervalo de confianga mediante
software estatistico IBM SPSS Statistics (versao 20.0).
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5. RESULTADOS

Dentre as 200 amostras de soro canino analisadas, 60 apresentaram
resultados positivos para leptospirose, com titulos igual ou superior a 1:100, gerando
prevaléncia de 30%. Na tabela 4, é possivel observar o nUmero de amostras de soro
de caes reagentes e suas titulagdes, na qual o sorovar javanica foi o mais frequente,
apresentando seis (15,4%) amostras positivas, seguido dos sorovares castellonis,
hardjo, sejroe e tarassovi presentes em trés (7,7%) amostras positivas. Também
foram encontrados os sorovares icterohaemorrhagiae, canicola, grippothyphosa,
cynopteri, panama, pyrogenes, patoc e hebdomadis com dois animais reagentes
(5,1%) e os sorovares copenhageni, pomona, bataviae, autumnalis e wolffi com
somente uma (2,6%) amostra positiva. Os calculos foram feitos com as amostras

positivas que nao apresentaram coaglutinacao (39/60).
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Tabela 4 - Frequéncia da positividade de amostras sorologicas de cées da cidade de
Cruz das Almas, Bahia, ao teste SAM, segundo 0 sorovar reagente e o titulo obtido.

Titulos
Sorovar

1-100 1-200 1-400 1-800 1-1600 1-3200 Total (%)
1.Icterohaemorrhagiae 1 0 0 1 0 0 2 51%
2.Copenhageni 1 0 0 0 0 0 1 2,6%
3.Canicola 1 0 1 0 0 0 2 51%
4.Grippothyphosa 1 0 1 0 0 0 2 51%
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 51%
10.Javanica 2 1 1 1 1 0 6 15,4%
11.Panama 1 0 0 1 0 0 2 51%
12.Pyrogenes 1 1 0 0 0 0 2 51%
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 51%
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 51%
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. Fonte: Elaboracdo da autora.

Das 60 amostras que demonstraram reacao positiva, 21 delas apresentaram

coaglutinacdo, ou seja, mais de um sorovar demonstrou titulagdo para uma mesma

amostra de soro (Tabela 5), destacando o sorovar Javanica, 0 mais reagente, que

apresentou coaglutinagdo com os sorovares Castellonis, Panama e Patoc (4,8%).
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Tabela 5 - Coagluinacdo de variados sorovares de Leptospira spp. encontrados em

cades domiciliados no municipio de Cruz das Almas, Bahia.

Sorovar

Titulos
100 200 400 800 1600

3200

Total (%)

Ictero./hardjo
Cop./Bat./Cyno./Sejroe
Canico./panama
Panamal/sejroe
Pomona/Castell.

Batavi./wolffi

Icter./cop./canic./grippo.

Copenh./Pomona
Cynopt./copenh.
Javan./cast./pan/patoc
Panamalictero./grippo.
Pyroge./castel.
Copenh./canico.
Sejroe/copenh./patoc
Patoc/hebdom.
Tarass./patoc
Autumn./patoc
Panama/patoc
Wolffi/patoc
Pomona/wolffi
Copenh./batavi.

Total

o
o

O P P R P O O FP O O R R R OPFP OR R O R R
N O O O O O O kP OO RFP OO0 O O O O o o o o
W O O O 0O 0O Fr OO FrPr OO0 O O O O Fr O o o o
N P O O OO O 0O 0O O 0O O O O PFrPr OO0 O o o o o

[N
w

P O O O O O O O 0O O 0O Ooo oo oo o o+ o o

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

P R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

21

4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
4,8%
100,0%

Onde: 100 (1:100); 200 (1:200); 400 (1:400); 800 (1:800); 1600 (1:1600); 3200 (1:3200).

Fonte: Elaborac&o da autora.

No que diz respeito aos dados clinicos e constantes fisiologicas coletadas nos

animais que fizeram parte da pesquisa, foi feita uma correlacdo ndo paramétrica

(Tau-b de Kendall), pois este foi 0 método estatistico mais adequado para os dados

da pesquisa considerados nao parametricos.
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Os coeficientes de correlagcdo para a sorologia foram considerados baixos
mesmo entre as variaveis significativas. Dentre os dados obtidos como Idade, sexo,
raca, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura, TPC, coloracdo das
mucosas, presenca de ictericia, linfoadenomegalia, hidratacdo, comportamento,
apetite, émese, algia a palpacdo abdominal, escleras hiperémicas, ceratoconjutivite,
presenca de petequeas, hematlria, hematoquezia e presenca de epistaxe, as
variaveis ou sinais clinicos que apresentaram significancia estatistica foram:
frequéncia cardiaca (p= 0,002**), presente em 2% dos animais positivos; ictericia
(p= 0,032*) encontrada em 1% dos animais reagentes, hematuria (p= 0,004**)
representada por 2,5% dos animais acometidos e apatia (p= 0,016*) observada em
3% dos animais positivos. As outras variaveis ndo apresentaram correlacdo

significativa com os titulos considerados positivos nos cées avaliados. (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlagdo entre sorologia positiva, sinais clinicos e constantes
fisiologicas.

Sorologia 1:100

Variavel Negativo Positivo Odds
_ IC 95% p-Valor
(%) (%) Ratio
Frequéncia Cardiaca
Normal 69,0 28,5 1,06 -
9,68 0,002**
Alterado 0,5 2,0 88,54
Ictericia
Nao 69,0 29,5 0,42 -

. 4,68 0,032*
Sim 0,5 1,0 52,59
Hematuria
Nao 69,0 28,0 1,41 -

_ 12,32 0,004**
Sim 0,5 2,5 107,85
Apatia
Nao 68,0 27,5 1,19 -

4,95 0,016*
Sim 15 3,0 20,48

*Correlacdo ao nivel de significancia de 0,05 (p-valor). **Correlacéo ao nivel de
significancia de 0,01 (p-valor). Fonte: Elaboracado da autora.
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6. DISCUSSAO

O elevado percentual da positividade da leptospirose canina demonstra que
esta € uma doenca comum e muitas vezes subestimada, pois muitos animais se
comportam clinicamente de forma assintomatica.

A soropositividade em 60 cédes domiciliados (30%), encontrada no presente
trabalho realizado no municipio de Cruz das Almas — BA, assemelhou-se aos dados
obtidos por Tesserolli et al., (2008) que encontrou 32,27% de positividade, em
pesquisa realizada no municipio de Curitiba — PR e Castro et al. (2011), que realizou
estudo em Uberlandia - MG, onde obteve 28,4% de soropositividade para
leptospirose em cées.

J& o trabalho realizado por Jouglard e Brod (2000) no municipio de Pelotas,
RS, apresentou menor soropositividade de 2,66%. A diferenciacdo nas porcentagens
de positividade encontrada nos varios trabalhos realizados em diferentes regides,
podem ser explicadas pela variedade de fatores que podem influenciar na ocorréncia
da leptospirose canina, como por exemplo, topografia, temperatura, precipitacéo
pluviométrica, umidade, contaminacdo de agua e alimento, presenca de
reservatorios domeésticos e selvagens, bem como a diferenca nas populacdes
caninas estudadas.

Dentre os 19 sorovares que fizeram parte do teste realizado, o sorovar
Javanica foi responsavel pela positividade de 15,4% dos animais avaliados,
apresentando maior prevaléncia entre os sorovares estudados. Esse mesmo sorovar
também foi encontrado em pesquisa realizada por Faccioli et al. (2007), sendo
responsavel por 6,25% da positividade, em pesquisa realizada no municipio de
Botucatu — SP, enquanto Batista et al. (2004) encontrou 2,5% de animais
soropositivos para leptospirose causado por este sorovar. Estudos relatam que o
sorovar Javanica ja foi encontrado em outras espécies animais como ratos (Rattus
norvegicus) (VEDHAGIRI et al. 2010), teilis (Tupinambis merianae) (PAIXAO et al.
2011), em equinos (Equus caballus) (MORAES et al., 2010) e ovinos (Ovis aries)
(ECKSTEIN et al., 2014).

Os sorovares Tarassovi, Hardjo, Castellonis e Serjoe foram o0s mais
encontrado depois do sorovar Javanica no presente estudo, representando 7,7%
(cada) das amostras positivas. No trabalho realizado por Aguiar et al. (2007), onde

foram avaliados cades criados em meios rurais, 0os sorovares Tarassovi e Hardjo
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apresentaram maior prevaléncia, pois, 0s mesmos possuem 0s bovinos como
hospedeiro de manutencdo (CALDAS et al., 1991; ELLIS, 1994). Sobestiansky et al.,
(1999) ainda relata que os suinos também podem albergar o sorovar Tarassovi,
confirmando a hipdtese da possivel transmissdo entre as diferentes espécies
(bovina, suina e canina), onde foi possivel observar o contato direto entre essas
espécies na area estudada.Segundo Brihuega et al., (1994), o sorovar Castellonis
pode causar quadros morbidos ou infec¢cdes benignas nos caes. Essa variedade de
sorovares que apresentaram valores significativos na casuistica da pesquisa
demostra que o0s cdes mantiveram contato direto ou indireto com animais de
variadas espécies, que podem servir como possiveis fontes de infeccdo para a
doenca, provavelmente existente na regiao.

Os soravares mais comumente encontrados nos cdes como
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni e Grippothyphosa ocorreram em baixa
frequéncia entre os positivos (5,1%, 2,6% e 5,1%), corroborando com o trabalho
realizado por Tesserolli et al., (2008) que encontrou somente 2,08% de positividade
do sorovar Icterohaemorrhagiae em cées, demonstrando a possibilidade da
influéncia de fatores ambientais caracteristicos da regiao.

A ocorréncia da coaglutinacdo presente neste trabalho, também foi
encontrado em estudo realizado por Silva et al., (2009) na cidade de Botucatu — SP
e Castro et al.,, (2011) em Uberlandia — MG. Este tipo de resultado pode ser
justificado pela exposicdo do animal a mais de um sorovar, a variedade de
reservatérios e o ambiente em que o animal vive (BARWICK et al., 1998).

Dos sinais clinicos encontrados nos animais que participaram do estudo, o
aumento da frequéncia cardiaca tem estatisticamente correlagdo com 0s animais
positivos (OR = 9,68). Na literatura, sdo raros os registros de que a leptospirose
pode causar danos cardiacos em caes que possam gerar alteragcdes na FC. Em
pesquisa realizada por SYKES et al., (2011), foi possivel observar alteracfes em
ecocardiograma sugestivas de lesdes em miocardio de cdes. Ja Mastrorilli et al.,
(2007), observou aumentos séricos da troponina em cédes diagnosticados com
leptospirose. A troponina € uma enzima que em humanos € utilizada como marcador
de infarto do miocéardio. Segundo Silva, (2000), nos seres humanos a leptospirose
pode causar miocardite com etiologia infecciosa, neste caso a leptospirose, onde

alteracdes na frequéncia cardiaca podem acontecer.
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Outro sinal clinico cuja a correlagdo apresentou significancia estatistica foi a
ictericia (OR = 4,68). De acordo com Grenne et. Al., (2006), a ictericia ocorre
principalmente devido a disfuncdo dos hepatdcitos a niveis celulares, que acaba por
comprometer a excrecdo e conjugacdo da bilirrubina, onde seus niveis estardo
elevados, gerando o quadro de ictericia. Em um relato de caso registrado por Costa,
(2013), o animal doente apresentava altos niveis de bilirrubina circulante,
provavelmente induzidos por lesdo hepatica e anemia, que justifica a presenca de
ictericia pré-hepéatica e hepatica. Outro trabalho realizado por Santin et al., (2006)
constatou que em 65 animais que apresentaram soropositividade para leptospirose,
48,87% tinha a ictericia entre os sinais clinicos apresentados.

A hematuria (OR = 12,32) também é uma das varidveis que apresentaram
relevancia significativa no presente estudo. Esta € uma alteracdo inespecifica mas
gue pode estar presente em animais acometidos pela doenca, na forma subaguda,
onde esse sinal clinico pode estar associado a outras alteracdes como uremia,
extensos danos renais e estomatite ulcerativa, sendo mais comum em animais
acometidos pelo sorovar Canicola (YASUDA, 1980). Levett, (2001), descreve que a
lesdo endotelial € uma das principais acdes das leptospiras, e nos rins infectados
pode causar focos inflamatérios, necrose tubular e hemorragias.

A apatia também foi um sinal clinico que apresentou relevancia (OR = 4,95).
De acordo com Santin et al., (2006), este € um sinal clinico inespecifico mas
frequente nos registros dos casos de leptospirose canina, estando entre as
principais alteracdes percebidas pelos proprietarios. Em trabalho realizado pelo
mesmo autor, 28,12% dos animais sororeagentes apresentavam apatia entre o0s
sinais clinicos. O autor Wolh, (1996) afirmou que este sinal esta presente em
animais que ja estejam com comprometimento renal, denominando a mesma de fase
urémica da doenca.

As manifestacbes clinicas apresentadas pelo animais acometidos pela
leptospirose pode variar de acordo com a susceptibilidade de cada individuo e o
sorovar que esteja provocando a doenca (GRENNLE et al., 2005). Com relacdo aos
outros sinais clinicos e constantes fisiolégicas analisadas, ndo se confirmou
correlacdo estatistica, mesmo sendo estas, alteracfes frequentemente observadas

em animais acometidos pela doenca.
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7. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel
compreender melhor a prevaléncia da leptospirose canina no municipio de Cruz das
Almas — Bahia, e a maior frequéncia do sorovar Javanica, pouco relatado como
causador da leptospirose nesta espécie.

Relacionando a positividade aos sinais clinicos e constantes fisiologicas
pesquisadas, foi possivel observar estatisticamente que a frequéncia cardiaca,
ictericia, hematuria e apatia estdo relacionadas de forma direta com a ocorréncia da
leptospirose nos cdes, mesmo que animais doentes apresentem também outros
sinais clinicos que foram pesquisados.

A importancia da compreensdo dos mecanismos envolvidos na doenga como
viruléncia do sorovar e a forma de manifestacdo clinica apresentada, representa
ainda um grande desafio dentro das enfermidades infecciosas, porém, o seu
entendimento possibilitara o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e
preventivas que ajudardo a combater o desenvolvimento da enfermidade.

Também é importante destacar a necessidade da elaboracdo de programas
de controle da doenca, através do uso de vacinas que contenham sorovares
prevalentes na regido, bem como estudos sobre a patologia, instalagdo de
saneamento no meio ambiente e instalacado de a¢gdes educativas, melhorando assim

a qualidade de vida dos animais e seres humanos.
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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 € investigar a ocorréncia da Leptospirose nos bairros Inocoop, Tabela, Areal
e Estrada de ferro, situados na cidade de Cruz das Almas, Bahia. Sua participagéo é
de carater voluntario ndo obrigatorio, e contribuira de forma significativa no registro
dos casos da doenca em questdo e na ado¢cédo de medidas de controle e prevencao
na area da salde humana e animal. E garantida a confidencialidade das

informacdes 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



DATA DA COLETA: [ [

1. IDENTIFICACAO:

Nome:

ANEXO 3

FICHA CLINICA

N° DA AMOSTRA:

Telefone:

Idade:

Proprietério:

Raca:

Sexo: ()M ()F

Endereco:

1. Frequéncia cardiaca:

DADOS CLINICOS

2. Frequéncia respiratoria:

3.Temperatura:

4. TPC:

5. Mucosas:

6.Ninfonodos:

7. Hidratacao:

8. Comportamento:

9. Presenca de:
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( ) Anorexia () Emese ( ) Algia & palpacio abdominal () Ictericia ( ) Ceratoconjutivite

() Petéquias ( ) Hematuria ( ) Hematoquezia ( )Epistaxe ( ) Escleras hiperémicas



