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RESUMO

Tendo em vista a importancia da leptospirose canina na saude publica, devido a
possivel participacdo dos cdes na cadeia epidemiolégica da leptospirose humana, o
objetivo deste trabalho foi utilizar o cdo com suspeita clinica de leptospirose como
sentinela de contaminacdo ambiental para a ocorréncia de leptospiras patogénica na
zona sul do municipio de Sdo Paulo. Foram analisadas 18 amostras sanguineas de
cdes com suspeita clinica de leptospirose, atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade de Santo Amaro. O diagnéstico foi realizado pela técnica de
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) com 24 antigenos. Dos 18 soros examinados,
11 foram sororreagentes (61,1%) para a leptospirose com titulos variando de 100 a
3200. Os sorovares encontrados foram Copenhageni com 36,6% (4/11), Cynopteri
com 27,7% (3/11), Icterohaemorrhagiae com 18,1% (2/11), e Bratislava e Butembo
ambos com 9,09% (1/11). As manifestacdes clinicas mais comuns foram ictericia,
anorexia, dor abdominal, apatia, émese e anudria. No hemograma, anemia e
leucocitose por neutrofilia foram achados frequentes. Em relacdo aos achados da
bioquimica sanguinea, os mais comuns foram azotemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia. As enzimas fosfatase alcalina, alanina transaminase
apresentaram-se aumentados, assim como 0s niveis séricos de ureia e creatinina,
indicando lesGes hepéticas e renais. A avaliacdo da condi¢cdo de portador renal de
Leptospira spp. realizada nas amostras de urina por meio da pesquisa do DNA de
leptospiras pela técnica de PCR e isolamento em meio de cultivo Fletcher foram

negativas para a presenca do agente etioldgico.

Palavras-chave: Leptospirose canina, diagndstico, zoonose



ABSTRACT

Considering the importance of canine leptospirosis in public health due to the
possible participation of dogs in the epidemiological chain of human leptospirosis, the
objective of this work was to use the dog with clinical suspicion of leptospirosis as a
sentinel of environmental contamination for the occurrence of leptospires Pathogen
in the southern area of the city of S&o Paulo. We analyzed 18 blood samples from
dogs with clinical suspicion of leptospirosis, attended at the Veterinary Hospital of the
University of Santo Amaro. The diagnosis was performed by the Microscopic
Soroagglutination (SAM) technique with 24 antigens. Of the 18 sera examined, 11
were seroreagents (61.1%) for leptospirosis with titers ranging from 100 to 3200. The
serovars found were Copenhageni with 36.6% (4/11), Cynopteri with 27.7% (3 / 11),
Icterohaemorrhagiae with 18.1% (2/11), and Bratislava and Butembo both with
9.09% (1/11). The most common clinical manifestations were jaundice, anorexia,
abdominal pain, apathy, emesis and anuria. Blood count, neutrophil anemia and
leukocytosis were frequent findings. In relation to the findings of blood biochemistry,
the most common were azotemia, hyperglobulinemia and hypoalbuminemia. Alkaline
phosphatase, alanine transaminase enzymes were increased, as were serum levels
of urea and creatinine, indicating hepatic and renal damage. The evaluation of the
renal carrier status of Leptospira spp. Carried out in the urine samples by means of
leptospiras DNA research by the PCR technique and isolation in Fletcher culture

medium were negative for the presence of the etiological agent.

Key words: Canine leptospirosis, diagnosis, zoonosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicéo

A leptospirose é uma zoonose de carater infeccioso que acomete o homem,
animais silvestres e domésticos, transmitida por bactérias da espécie Leptospira
spp. sendo assim, considerada de grande importancia em salde publicat?. As
variadas espécies animais podem atuar como portadores (convalescentes e sadios)
da doenca, eliminando leptospiras através da urina e disseminando-a no meio
ambiente3. Os cées, devido ao contato préximo com o homem, séo considerados um

importante reservatério para esta espécie®.

A leptospirose possui distribuicdo universall?, porém sua ocorréncia varia nas
diferentes partes do mundo, podendo ocorrer de forma endémica ou esporadica®®.
Por se tratar de uma doenca infecciosa em constante crescimento, grandes surtos
em humanos foram relatados em diversos paises como Estados Unidos, Sudeste

asiatico, india, Malasia e Nicaragua®.

No Brasil, a leptospirose é considerada uma doenca endémica e em periodos
chuvosos, torna-se uma doenca epidémica, principalmente em locais quentes, com
inundacdes®, desprovidos de saneamento basico e com grande infestacdo de
roedores’8910 No periodo de 2006 a 2016, foram notificados em humanos 38.458
casos de leptospirose, variando de 4.386 em 2006 a 2.092 em 2016 e o numero de
6bitos registrado em 2016 foi de 3.688'1.

O homem quando em contato direto ou indireto com urina de animais
infectados, torna-se hospedeiro acidental do agente etiolégico causador da
leptospirose. Os roedores das espécies Mus musculus (camundongo), Rattus rattus
(rato preto) e o Rattus novergicus (rato de esgoto) sdo 0s principais reservatorios
desse agente etioldgico, sendo considerado o transmissor mais importante no meio

urbano?!?,

Em humanos a leptospirose acomete profissionais que possuem maior risco
de entrar em contato com o agente, como veterinarios, catadores de lixo,

trabalhadores em limpeza de desentupimento de esgotos, tratadores de animais,
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trabalhadores rurais, agricultores, etc®®. E conhecida também por Doenca de Weil,
febre dos arrozais, febre dos pantanos, febre outonal, entre outras. Em cées, como

tifo canino e Doenca de Stuttgart’.

Em diversas regifes do pais, foram realizados inquéritos sorolégicos em caes
para conhecer a sororreatividade para Leptospira spp. Em Uberlandia (MG), Castro
et al.'3, examinaram 268 cdes, encontrando reatividade em 76 cdes. Jouglard e
Brod.}* analisaram soros sanguineos de 489 cdes e encontraram 2,7% de
positividade, na cidade de Pelotas (RS). Tesseroli et al.'®>, em Curitibba (PR)
obtiveram 32,27% de reagentes em 598 amostras. No estado de S&do Paulo, em
Botucatu, Modolo et al.'® examinaram 775 soros, dos quais 199 foram reagentes.
Em Parelheiros (SP) e Santana de Parnaiba (SP), Sarmento et al.l” e Mascolli et
al.*®, encontraram soroprevaléncia para Leptospira spp. de 6,6% e 15% de
positividade, dos 90 e 410 cdes examinados, respectivamente. Estes e outros

inquéritos soroldgicos estardo descritos no Quadro 1.

Devido capacidade de infectar diversas espécies, a leptospirose assume
grande importancia como um problema de interesse econdmico e de saude publica®®
e animal, pois acomete animais de produ¢do como suinos, bovinos, ovinos, caprinos
e equinos causando problemas como queda na producdo de carne e leite,
reprodutivos como abortos, fetos prematuros, retencdo de placenta, infertilidade e

mastite20-21,

Por tratar-se de uma zoonose, 0 controle da leptospirose canina possui
grande importancia em saudde publica, j& que o cdo é considerado a principal fonte
de infeccdo para os seres humanos em areas urbanas, apdés os roedores, pois
podem eliminar leptospiras vivas na urina mesmo sem apresentar manifestacoes

clinicas e por possuir intimo contato com o homem?1422,

O hospedeiro preferencial do sorovar Canicola é o cdo, 0os bovinos sao
considerados hospedeiros preferenciais do sorovar Hardjo e do sorovar Pomona,
que também tem como hospedeiro preferencial os gambas e os suinos?!. O rato de
esgoto é hospedeiro natural dos sorovares Copenhageni e Icterohaemorrhagiae?s.

Outros sorovares com seus hospedeiros preferenciais estardo descritos na Tabela 1.
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Quadro 1 — Distribuicdo de alguns inquéritos sorolégicos em diversas regides do
Brasil em caes higidos e com suspeita clinica de Leptospirose e a
soroprevaléncia encontrada nos cées

Numero -
Soropositivos .
Local de (%) Sorovares mais frequentes
amostras
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni -
Pelotas — RS 30,7%
)
Jouglard et al., 489 2.66% Australis - 23,08%
2000
Canicola - 23,08%
Diversos estados 083 Copenhageni - 24%
Favero et al. 22,84% Icterohaemorrhagiae - 10,9%
2002%
Copenhageni - 24%
Santana de Canicola e Hardjo - 20%
Parnaiba — SP
410 15% Pyrogenes, Autumnalis -12%
Mascolli et al.,
200218 Grippothyphosa - 8%
Castenolis - 4%
Porto Alegre —
RS Copenhageni - 85,7%
7 100%
*Wolffenbuttel et Canicola — 14,2%
al., 2004%
Catellonis - 28,68%
Autumnalis - 19,12%
Botucatu — SP Pyrogenes - 17,65%
Lopes et al. 1000 17,9% Icterohaemorragiae - 11,03%
2005%° Canicola - 9,56%
Australis - 4,41%
Shermani - 3,68%
Pyrogenes 18%
[tapema — SC
Canicola 13,8%
Blazius et al., 590 10,5%
200522 Icterohaemorrhagiae e Copenhageni

12,5%
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Campina Grande

Autumnalis - 7,4%

- PB
285 21,4% Copenhageni - 6%
Batista et al.,
200527 Canicola - 2,1%
Canicola - 40,3%
Pyrogenes - 34,5%
Botucatu — SP
Copenhageni - 5%
Modolo et al., 775 15,3%
200616 Autumnalis - 6,7%
Bratislava e Icterohaemorrhagiae -
4,2%
Rio de Janeiro — Icterohaemorrhagiae - 50%
RJ
120 73,3% Copenhageni - 15,8%
*Freire et al.,
2014% Canicola - 7,5%
Rio de Janeiro —
RJ
120 73,3% Icterohaemorrhagiae - 73,3%
*Freire et al.,
2008%
Curitiba — PR Copenhageni - 71,5%
Tesseroli et al. 598 32,27% Canicola - 6,74%
2008 Icterohaemorrhagiae - 2,08%
Autumnalis 32,45
Andamana - 21,6%
Aracaju — SE
Hardjo - 13,5%
Lemos et al., 100 37%
201030 Icterohaemorrhagiae - 10,8%
Pyrogenes, Grippotyphosa, Shermani —
5,4%
Autumnalis 34,2%
Uberlandia — MG Tarassovi 23,7%
268 28,4%
Cas;t(;(ifltsal., Canicola 17,1%
Grippothyphosa 14,5%
Uberlandia — MG
236 52,96% Copenhageni - 36,2 %

Ferreira et al.,
201231
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Curitiba — PR Copenhageni - 2,5%
= 40 5%
Negzrecl)olzestz. al., Icterohaemorrhagiae - 2,5%
Autumnalis - 43,3%
Grippotyphosa - 23%
Uberlandia - MG
Canicola - 15%
*Castro et al., 140 15%
20143 Bratislava - 7,6%
Icterohaemorrhagiae, Tarassovi e
Wolffi - 3,7% cada
Autumnalis - 42,31%
Bratislava - 15,38%
Patos — PB
S - 0
Alves et al. 190 8.95% Australis - 11,54%
201434 Butembo, Griphottyphosa e
Icterohaemorrhagiae - 7,69%
Andamana e Wolffi - 3,85%

*Céaes apresentando sinais clinicos para leptospirose

1.2 Etiologia

Inada e colaboradores observaram pela primeira vez, na universidade de
Kyushu no Japao, em novembro de 1914, a espiroqueta no tecido hepatico de uma
cobaia, inoculado com sangue de um paciente acometido pela doenga de Weil.
Concluiram entéo, que esta espiroqueta era o agente etiolégico daquela doenca e o
denominaram de Spirochaeta icterohaemorrhaegiae®®. Em 1917, Miyajima e
colaboradores, demonstraram que 0s ratos eram possiveis carreadores de
leptospiras, mostrando que 40% deles eram portadores renais®®, propondo-se a

criacao do género Leptospira, por possuir caracteristicas espiraladas.

O primeiro relato de leptospirose canina no Brasil ocorreu na cidade do Rio de
Janeiro em 1940, onde 11 cades apresentaram manifestagfes clinicas compativeis
com leptospirose, sendo o diagndstico confirmado pela presenca do agente

etiolégico através da necropsia?.
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Tabela 1l - Relacdo de alguns sorovares de Ileptospiras patogénicas e seus

respectivos hospedeiros preferenciais

Sorovares Reservatdrios
Icterohaemorrhagiae Ratos: Rattus novergicus, Rattus rattus
Copenhageni Rato: Rattus novergicus
Pomona Suinos, bovinos, gambés
Grippotyphosa Animais  silvestres: Racoom, gamba, rato

almiscarado, lebre, hamster, ratos silvestres
Hardjo Bovinos
Bratislava Suinos, bovinos
Canicola Cao
Pyrogenes Rattus novergicus

Fonte: (Hagiwara, 2004)%

1.3 Taxonomia

As leptospiras sdo bactérias da classe Spirochaetes, ordem Spirochaetales
gque possuem duas familias: Spirochaetaceae e Leptospiraceae. O género
Leptospira, pertence a familia Leptospiraceae foi primeiramente dividido, de acordo
com as caracteristicas fenotipicas, em duas espécies Leptospira biflexa e Leptospira
interrogans. Nesta classificagdo com base nas caracteristicas dos antigenos do
envelope externo de natureza lipopolissacaridea (LPS) foram estabelecidos os
sorogrupos e sorovares de leptospiras patogénicas e saproéfitas. A L. biflexa retne
0s sorovares saprofitas ou de vida livre, sendo aproximadamente 38 sorovares
agrupados em seis sorogrupos, sendo encontradas principalmente em agua doce e
no meio ambiente. Esta espécie se diferencia da L. interrogans por crescer a 13°C e
na presenca de 8-azaguanina (Tabela 2). A L. interrogans, espécie patogénica,

possui cerca de 200 sorovares agrupados em 23 sorogrupos36-3,
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Tabela 2 — Diferenciagdo entre as estirpes saprofitas e patogénicas de leptospiras

Crescimento

Espécies Presenca de 8- Saprofita Patogénica
13°C azaguanina
(225 pg/m)
L. biflexa Sim Sim Sim Nao
L. interrogans N&o N&o N&o Sim

Fonte: (Genovez In Megid, et al 2016) *

Estas espiroquetas (Figura 1) sdo micro-organismos aerdbios obrigatérios,
Gram-negativos, moveis, longos e finos com aproximadamente 1-20 um de
comprimento por 0,1 um de diametro, capazes de atravessar filtros que retém outras
bactérias. Apresentam extremidades em forma de gancho e um par de flagelos.
Lipopolissacarideos (LPS) e mucopeptideos antigénicos fazem parte da composicao
de seu envelope externo®6238, Corantes anilinicos ndo sdo capazes de cora-las com
eficiéncia e quando ndo coradas podem ser visualizadas em microscopia de campo
escuro ou microscopia de contraste de fase. Apresentam crescimento 6timo em
meios de cultura artificiais enriquecidos com vitaminas, acidos graxos de cadeia

longa e sais de amonio e em temperatura ideal de 28°C a 30°C363,

Figura 1l- Representacdo computadorizada em 3D da morfologia da bactéria do

género Leptospira spp.

Fonte: The Leptospirosis Information Center http://www.leptospirosis.org>®
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As leptospiras no ambiente sdo pouco resistentes, sendo destruidas pela
dessecacado, temperaturas altas, pH acido, desinfetantes comuns e antissépticos.
Sua multiplicacdo ocorre em condi¢cdes adequadas de salinidade, temperatura e pH
neutro ou levemente alcalino (7,2 a 7,4), na agua ou lama, onde nao houver

radiacdo ultravioleta direta’?.

1.4 Patogenia

As portas de entrada das leptospiras sdo as mucosas (ocular, digestiva,
respiratéria e genital) e principalmente a pele, integra, com escoriagdes ou poros
dilatados. As formas de transmissdo podem ser direta, quando ha contato direto
entre o suscetivel e a fonte de infec¢do, sangue e via venérea ou pela forma indireta,
quando h& contato com alimentos ou ambientes contaminados com urina de animais

infectados®.

Na fase de leptospiremia (multiplicacdo das leptospiras na corrente
sanguinea), as leptospiras patogénicas, invadem o sistema linfatico e sanguineo,
disseminando-se no organismo do hospedeiro rapidamente, alcancando varios
orgaos e tecidos (baco, figado, sistema nervoso central, rins, olhos), enquanto que

as leptospiras ndo patogénicas séo fagocitadas*©.

Apbs o periodo de incubacdo de cinco a sete dias, surgem as primeiras
manifestacbes clinicas. Estas dependem principalmente da viruléncia de cada
sorovar, da dose infectante e da capacidade do organismo em produzir anticorpos e
combater a infeccdo. Com a resposta imune humoral do hospedeiro, as leptospiras
reduzem sua concentracdo sérica e deslocam-se para lugares onde a resposta

humoral é quase nula ou totalmente nula, como a cémara anterior, aparelho

reprodutor e os tubulos renais®4:,

A lesao primaria causada pela leptospirose ocorre no endotélio vascular apos
dois dias da penetracdo, nos pequenos vasos causa vasculite, isquemia localizada e

edema intersticial. Alteragbes que podem causar necrose tubular renal, lesédo
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hepatica, pulmonar, meningite, miosite e placentite. Na primeira semana de infec¢édo
€ possivel encontrar leptospiras nos tubulos renais, e na segunda semana no limen
tubular. E comum a ativacdo da cascata de coagulacéo, levando a uma coagulacéo

intravascular disseminada, consequéncia da resposta inflamatéria de citocinas36:342,

A leptospiuria, eliminacdo das leptospiras na urina, ocorre devido aos
anticorpos atuarem contra os antigenos de leptospiras na circulagdo sanguinea,
estas ndo persistem em diversos 6rgaos, porém nos rins, elas permanecem ativas
devido aos tubulos proximais renais serem um local imunologicamente protegido,
tornando o hospedeiro um portador renal, eliminando leptospiras na urina durante
dias ou meses de forma intermitente. A colonizacdo renal ocorre apds o0 agente
invadir os capilares renais, ir para o intersticio e apdés duas semanas de
permanéncia nas células tubulares proximais, come¢cam a serem excretadas pela
urina®®. Porém, em estudos realizados por Bal et al.*® revelaram ser possivel o
diagnoéstico pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) através da urina em
pacientes humanos nos primeiros dias pés infeccdo, antes mesmo dos anticorpos
serem detectados no sangue. Identificaram também a eliminacdo de leptospiras na
urina de pacientes mais de um ano apos a doenca, mesmo sendo tratados com 0s

antibioticos (penicilina, amoxicilina e vibramicina).

No cao, a leptospirose geralmente se manifesta de duas formas a forma

anictérica e a forma ictérica.

Na forma nefritica ou anictérica, normalmente causada pelo sorovar Canicola,
ocorre acometimento renal. O cdo manifesta quadros clinicos associados a
insuficiéncia renal, como gastroenterite, uremia, ulceracdes, necrose de lingua e
desidratacdo. Nas formas mais graves pode ocorrer comprometimento hepatico e
nos casos mais discretos da leptospirose, pode ocorrer nefrite intersticial crénica,

com leptospitrial®23.

A forma hepatonefritica ou ictérica € causada pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae que acomete o figado e os rins de maneira severa, podendo
causar hemorragias agudas, ictericia, uremia, prostracdo, febre, mialgia, oligaria,

anuria e levar o animal a 6bito em poucas horas?336.
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Os sorovares Grippothyposa, Autummalis e Bratislava, também podem
acometer os caes e manifestar sintomas parecidos com infec¢des pelos sorovares
Canicola e Icterohaemorrhagiae, porém a forma mais comum é a anictéricad.

Enguanto que o sorovar Pomona causa comprometimento hepatico?°.

Nas lesdes hepaticas, o grau de ictericia na leptospirose canina esta
relacionado a gravidade da necrose hepética. A persisténcia da leptospira no figado
pode causar fibrose, distarbios imunoldgicos e alteracdo da circulagdo hepatica.
Meningite, nefrite intersticial e uveite sdo consequéncias da deposicdo de

imunocomplexos?°.

As manifestacfes clinicas geralmente encontradas sdo hipertermia, ictericia,
hemorragias, petéquias, gastroenterite hemorragica, mialgia, émese, hematémese,
desidratacdo, anorexia, polidria na fase subaguda e oliglria ou anudria na fase
aguda®®, alguns sinais clinicos podem ser observados na Figura 2. Alteracdes
laboratoriais mais comuns sdo anemia, leucocitose, trombocitopenia e aumentos dos
niveis séricos de creatinina, ureia, fosfatase alcalina (FA), alanina-aminotransferase
(ALT), bilirrubina direta e indireta*0:45.29:45.

Figura 2 — Exame clinico de cdo com leptospirose. E possivel notar petéquias,

purpuras e hematomas (A e B); Intensa ictericia em mucosa oral (C),

membro (D); Presenca de Ulceras orais (E)
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1.5 Diagnéstico

O diagnostico da leptospirose consiste em avaliar as manifestacdes clinicas
gue incluem ictericia, anorexia, desidratacdo e apatia, o histérico epidemiolégico e
analise dos exames laboratoriais. Os exames complementares como hematologia e
bioguimica sérica podem ser sugestivos de leptospirose, devido a alteragcbes como
anemia, trombocitopenia, leucocitose, azotemia e alteragBes hepaticas, alteracbes

normalmente encontradas nos casos da doenca’:3.

A confirmacdo do diagnostico da leptospirose pode ser realizada através de
meétodos diretos, como a visualizacdo do agente etioldgico no sangue, urina e outros
tecidos ou do seu material genético e métodos indiretos, através de pesquisas de
anticorpos antileptospiras®!. As leptospiras podem ser visualizadas diretamente
através de microscopia em campo escuro, imunofluorescéncia ou por microscopia
Otica, apos serem devidamente corada pela técnica de coloracdo de impregnacao

pela prata3.

1.5.1 Métodos diretos

1.5.1.1 Isolamento do agente

Pode ser realizado através de amostras de animais suspeitos ou pés-morte.
A partir de cinco a sete dias pés-infeccdo é dificil realizar a cultura de sangue e
tecidos, a ndo ser que o material da amostra seja de sitios imunoldgicos
privilegiados, cérebro, camara anterior do olho e tdbulos renais, onde o sistema
imune do organismo ndo atua®. A realizacdo do isolamento consiste em inocular
uma amostra suspeita em animais de laboratdrio por via intraperitoneal ou em meios
de cultivo apropriados para o crescimento de Leptospira spp. como 0s meios de
Fletcher, Stuart e Ellinghausen-McCullough modificados por Johnson e Harris
(EMJH)36:1°. Os meios de cultivo podem ser liquidos, sélidos ou semissélidos. Os
animais de laboratorio susceptiveis a leptospirose sofrem eutanasia, apos o

aparecimento das manifestacdes clinicas, seus 6rgaos (figado, rim e pulmao) séo
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processados e inoculados nos meios de cultura apropriados para o isolamento da
bactéria. Entretanto, as técnicas de isolamento sdo demoradas e trabalhosas e,
ainda, as amostras podem estar contaminadas por outros micro-organismos,

dificultando assim o crescimento das espiroquetas?.

Figura 3 — Isolamento de Leptospira spp. em meio semissélido Fletcher, mostrando a
zona de dinger

Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/2335991/4"

1.5.1.2 Deteccédo do DNA — Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A técnica de PCR detecta o DNA de Leptospira spp. de amostras de tecidos e
fluidos corporais. Esta técnica é especifica e sensivel, porém nao identifica o sorovar

infectante?.

1.5.2 Métodos Indiretos

1.5.2.1 ELISA-IgM


http://slideplayer.com.br/slide/2335991/47
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O ELISA-IgM detecta anticorpos da classe IgM em amostras sorologicas de
animais suspeitos. E um teste especifico, sensivel e de facil execugdo, porém
qgquando em infeccbes recentes, na primeira semana ou em amostras de locais
endémicos, pode resultar em resultado falso-negativo. Animais vacinados para
alguns sorovares podem ser reativos no teste, dificultando a interpretacdo do

mesmo*2.

1.5.2.2 Soroaglutinagdo Microscopica (SAM)

A SAM é o teste de diagnéstico de referéncia preconizado pela Organizacao
Mundial de Salde!®. Esta técnica consiste na reacdo de aglutinacdo entre o
antigeno presente na membrana dos diversos sorovares de Leptospira spp. € 0S
anticorpos no soro da amostra suspeita®. Os antigenos utilizados devem conter pelo
menos um sorovar de cada sorogrupo existente. Podem existir reacdes cruzadas
contra diferentes sorovares, dificultando a identificacdo do sorovar infectante?s.
Amostras pareadas sdo de extrema importancia, pois revelam se a infec¢ao persiste
e em qual fase se encontra. Quando a diferenca da primeira para a segunda
amostra € maior ou igual a quatro diluicdes, indica infeccdo aguda. Quando néo for
possivel a realizagdo da sorologia pareada, é levado em consideracdo a
sintomatologia apresentada e o titulo maior que 800, sugestivo de leptospirose?3.
Nos casos de coaglutinacdes sorologicas, ou seja, reatividade para mais de um
sorovar, sera considerado como o provavel sorovar infectante aquele que apresentar

a maior titulacéo®e.
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Figura 4 — Teste de Soroaglutinagcdo MicroscOpica para diagndstico de Leptospirose

Fonte: (Langoni et al., 1999)*2

Figura5 - Reacdo do teste Soroaglutinacdo microscopica (SAM) em microscoépico
Optico de campo escuro, diluicdo 1:100. Ndo reagente (A); Reagente (B)

Fonte: Genovez In Megid, 2016

1.5.3 Diagnostico diferencial

Os principais diagnosticos diferenciais em humanos incluem pneumonias,
colecistite aguda, doenca de chagas, riquetsioses, malaria, febre amarela, dengue
hemorrégica, hepatites virais agudas, influenza, febre tifoide, vasculites, meningites,

sepse entre outras®.
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Em cées, a leptospirose pode ser confundida com babesiose, neoplasias
hepaticas, anemia hemolitica imunomediada, ehrlichiose e intoxicagdo por

dicumarinico?s.

1.6 Tratamento

O tratamento inicial da leptospirose consiste em terapia de suporte de acordo
com as manifestacdes clinicas apresentadas e antibioticoterapia de forma a reduzir
a multiplicacdo sérica de leptospiras e complicagcdes como a insuficiéncia hepatica,
renal e assim, a leptospitria?®. O uso de fluidoterapia para animais desidratados,
anoréticos, com émese, diarreia e para avaliacdo do débito urinario quando
apresentarem oliglria ou anuria sdo medidas necessarias, podendo iniciar a
administracdo de diuréticos apds insucesso com fluidoterapia, monitorando sempre

a funcéo renal*48,

Quanto mais cedo iniciar a terapia com antibiéticos, melhor sera a eliminacao
da leptospiremia. Penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas e
macrolideos sédo antibioticos de eleicdo para o tratamento, sendo a classe das
penicilinas a de primeira escolha, entre eles pode-se citar a Ampicilina na dose 20-
40 mg/kg/a cada 6-8 horas; Penicilina G 25.000-40.000 Ul/kg/a cada 12 horas;
Amoxicilina 10-20 mg/kg/a cada 12 horas, porém esses farmacos ndo sao capazes
de eliminar a excrecéo renal. J& 0 uso da doxiciclina (tetraciclina) 5 mg/kg/a cada 12
horas, por no minimo trés semanas, € indicado para eliminar as espiroquetas do rim,

eliminando a leptospitria“®.

Varios estudos relatam a eficacia de certas drogas na eliminacdo da condicao
de portador renal. Tonin et al.*® analisaram soros de 60 bovinos, na cidade de Séo
Martinho-RS e relataram a eficacia no tratamento com estreptomicina 25mg/kg em
dose Unica dos 50 animais soropositivos para leptospirose. Girio et al.>° observou
eficacia na eliminacdo dos portadores renais apés o terceiro dia de tratamento com
estreptomicina em 14 touros positivos para leptospirose na cidade de Sao Paulo-SP.
Em um estudo realizado por Santos et al.! com 214 hamsters experimentalmente

infectados com leptospiras e tratados com ceftiofur sddico nas concentracdes de 25,
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30 e 40mg/kg, demonstraram que este medicamento foi capaz de eliminar a

colonizacéo renal em 48 animais.

O mecanismo de acao das penicilinas é causar lise celular ao se ligar e inibir
as enzimas (transpeptidades de membra) que sintetizam o peptideoglicano, presente
na parece celular bacteriana, sendo metabolizadas no figado e excretadas na

urina®2,

A doxiciclina, é um tetraciclina semi-sintética, de acéo longa e age inibindo a
sintese proteica, impedindo o acesso da bactéria ao nucleo da célula hospedeira.

Deve-se ter cautela no seu uso, pois é hepatotéxica®.

A estreptomicina € um antibidtico bactericida, liga-se aos ribossomos
bacterianos e produz proteinas defeituosas, sendo eliminada pelos rins na forma

ativa, por isso é contraindicado em pacientes com alteracées renais®?.

O progndstico esta diretamente relacionado a carga bacteriana infectante, ao
estado imune do hospedeiro, sorovar envolvido, tempo desde o inicio dos sintomas

ao inicio do tratamento, resposta imune do hospedeiro e idade do mesmo*8.

1.7 Profilaxia

A prevencado dessa doenca, tanto em animais quanto em humanos, esta
diretamente relacionada ao controle de seus reservatorios, sejam eles roedores ou
animais infectados, imunizacdo preventiva dos susceptiveis, desinfeccdo do
ambiente, medidas de higiene com alimentos e lugares propensos a enchentes. O
controle dos roedores pode ser feito através de medidas ambientais, visando
diminuir a reproducdo destes animais proximos as instalacfes, eliminar a agua e

restos de alimentos e também através da desratizagdo mecanica ou quimica®.

A vacinagdo € a maneira mais eficaz para a prevencao da doenga, tanto nos
cdes como nos animais de producdo. No entanto, as vacinas antileptospiras
induzem mem©ria imunolégica de curta duragdo!, por isso recomenda-se o reforco
a cada seis meses dos animais suscetiveis?3. O uso de vacinas ndo impede que 0s

animais se infectem com outros sorovares que nao estejam presentes na sua
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formulagéo, pois a grande maioria dos sorovares nao induz resposta cruzada.

Vacinas para humanos néo estéo disponiveis no Brasil®.

As vacinas para leptospirose animal sdo bacterinas, ou seja, bactérias
mortas®® que induzem imunidade humoral e sorovar-especifica. Em todo o mundo os
sorovares presentes nas vacinas, por serem os mais frequentes em caes, sdo 0s
sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola. Outros sorovares, como 0 Bratislava,
Pomona e Grippotyphosa j& foram isolados de cdes que convivem com 0S
reservatérios naturais destes sorovares ou que tiveram contato com locais
contaminados. Portanto, € de extrema importancia a utilizacdo de vacinas que

contenham os sorovares mais prevalentes da regido?.

No Brasil, encontra-se comercialmente as vacinas polivalentes que conferem
imunidade para Cinomose, Parvovirose, Coronavirose, Parainfluenza, Hepatite,
Adenovirose e Leptospirose, mudando apenas o0 numero de sorovares de
leptospiras, sendo que a Octupla (V8) contém dois sorovares (Icterohaemorragiae e
Canicola), déctupla (V10) apresenta quatro sorovares (Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Grippotyphosa e Pomona), undéctupla (V11) acrescenta o sorovar
Copenhageni e a V12 com a inclusdo dos sorovares Hardjo e Pyrogenes®.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Tendo em vista a importancia da leptospirose canina na saude publica, o

objetivo deste trabalho foi utilizar o cdo com suspeita clinica de leptospirose

atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro para verificar os

sorovares que mais frequentemente infectam e causam a doenca.

2.2 Objetivos Secundarios

Avaliar a condicdo de portador renal de leptospiras por meio das técnicas de
PCR e isolamento em amostras de urina dos cdes com suspeita clinica de
leptospirose.

Identificar os sorovares de Leptospiras spp. mais frequentes nos caes com
suspeita clinica de leptospirose e dessa forma, contribuir com os estudos dos
sorovares mais prevalentes no Brasil, para cada espécie de animal
doméstico, com o objetivo de controlar a leptospirose animal por meio de
vacinas que contenham na sua composicao 0s sorovares mais prevalentes no
pais para a espécie em questao.

Comparar os resultados do isolamento, do PCR com os obtidos na reacdo de
Soroaglutinacdo Microscoépica (SAM).

Contribuir com a cole¢cdo de amostras isoladas de estirpes autéctones,
importantissimas para diversas pesquisas sobre o tema e principalmente para

ensaios de vacinas antileptospiras.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 18 caes com sinais clinicos indicativos de leptospirose, com
idade e racas variaveis e de ambos 0s sexos, provenientes do municipio de Sao
Paulo, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro (UNISA),
no periodo de agosto de 2015 a maio de 2016. Em todos os animais foram feitas
coletas de amostras sanguineas e de urina para a realizacdo do teste diagndstico
para pesquisa de aglutininas antileptospiras no soro sanguineo pela técnica de
soroaglutinacdo microscépica em campo escuro (SAM) e para avaliar a leptospiuria
nas amostras de urina foi realizada a pesquisa do DNA de leptospiras pela técnica
de PCR (Reacgédo em Cadeia da Polimerase) e pelo Isolamento em meio de cultivo
de Fletcher.

As amostras foram coletadas com o consentimento dos proprietarios de cada
animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autorizacdo por escrito atraves
do Termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A) e antes de se efetuar

qualquer procedimento terapéutico.

As amostras de sangue foram obtidas assepticamente por venopuncao da
jugular, com agulha 30x7 mm e seringa de 5 mL. Apés a coleta, foram armazenadas
em tubos do sistema vacutainer sem anticoagulante (tubos secos) para a sorologia,
posteriormente mantidas temperatura ambiente e centrifugadas para a obtencédo do

soro, que foi aliquotado e armazenado a — 20°C até o momento de sua analise.

As outras aliquotas de soro foram utilizadas para a realizacdo de exames
laboratoriais complementares, analises bioquimicas, para a determinacdo da
atividade sérica de alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e dos
niveis séricos de ureia, creatinina, proteina total, aloumina, globulinas e bilirrubinas

total, direta e indireta.

As amostras de urina foram coletadas dos machos através de sonda uretral
(Figura 5) e das fémeas através de cistocentese e armazenadas em tubos plasticos
estéreis. Essas amostras foram divididas em duas aliquotas, sendo uma delas
estocada imediatamente e mantida a -20°C para a extragdo de DNA bacteriano e a

outra processada logo apés a colheita para o isolamento das leptospiras. Em oito
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casos nao foi possivel coletar urina, devido a apresentacdo de anudria por esses

animais.

Figura 5 — Coleta de urina através de sonda uretral de um cdo macho com suspeita

clinica de leptospirose

-

Fonte: Arquivo pessbal

Para a mensuracdo dos niveis de aglutininas antileptospiras nos soros dos
caes foi realizada a técnica de SAM no Laboratério de Zoonoses Bacterianas do
Departamento de Medicina Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP). Foram
utilizadas culturas de antigenos vivos constituidos por 24 sorovares de leptospiras
(Quadro 2). As culturas vivas de leptospiras foram mantidas em meio liquido de
EMJH modificado®, com quatro a 14 dias de crescimento e uma densidade
aproximada 100 a 200 micro-organismos por campo microscopico, com aumento de
400 vezes. Os soros foram diluidos a 1:50 em solu¢do salina tamponada de
Sorensen e a reacao foi efetuada em microplacas de poliestireno com 96 pocos,
com 50 pL de antigeno, a diluicdo final da mistura soro/antigeno 1:100, sendo este o
ponto de corte da reagcdo. Os soros positivos na triagem foram titulados em uma
série de diluicbes geométricas de razdo dois. A reciproca da maior diluicdo do soro
que apresentou 50% de leptospiras aglutinadas foi considerada como o titulo do
soro®8. As placas foram incubadas em estufa a 28-30°C por trés horas. As leituras
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foram realizadas em microscépio de campo escuro, no aumento de 100 vezes,

observando-se a formagé&o de aglutinacéo.

Para a caracterizacdo do sorovar mais provavel foi considerado o sorovar que
apresentou maior titulo e o maior nimero de animais caracterizados como Soro
reagentes. O animal que reagiu para dois ou mais sorovares foi considerado soro

reagente para o sorovar de maior titulo.

A avaliacdo da leptospiruria através da amostra de urina foi analisada por
meio da pesquisa do DNA de leptospiras pela técnica de PCR e pelo Isolamento em

meio de cultivo de Fletcher.

A técnica de Isolamento de leptospiras para o controle de infec¢do renal em
meio de cultivo de Fletcher foi realizada no Laboratério de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica da Universidade de Santo Amaro. Apos a colheita as
amostras de urina foram diluidas (1:10) individualmente em solucdo salina
tamponada de Sorensen e filtradas com auxilio de um micro-filtro estéril para seringa
com membrana de 0,22 pm a fim de promover a reducdo de bactérias
contaminantes presentes na urina. Quinhentos microlitros por diluicdo foram
semeados em tubos com tampa de baquelite contendo 4,5 mL de meio semissoélido
de Fletcher sem antibi6tico®®, dois tubos por diluicdo, os quais foram incubados em
estufa a 28-30°C por seis semanas, com observacdes semanais®’ para a verificagdo
da formacédo do anel de crescimento subsuperficial (Zona de Dinger) de leptospiras
no meio®®, o qual foi confirmado pela constatacdo efetiva de leptospiras em

microscopia de campo escuro.

A amplificacdo do DNA bacteriano das amostras de urina foi realizado
utilizando-se dois pares de primers descritos por Mérien et al.8, Lepl
(5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’) e Lep2 (5°-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3)
gue amplificam uma regido de 330pb do gene 16S rDNA.
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Quadro 2 — Relagcdo dos sorovares de leptospiras utilizadas como antigenos na
reacdo de Soroaglutinacdo MicroscoOpica aplicada ao diagnoéstico de

leptospirose — Séo Paulo, 2016

Espécie Sorogrupo Sorovar Estirpe
Australis Ballico
Australis
Bratislava Jez Bratislava
. . Autumnalis Akiyami A
L.interrogans Autumnalis —— P eahS
Ballum Castellonis Castellon 3
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Celledoni Whitcombi Whitcombi
C teri C teri 3522C
& Kieochinart Grip):::‘;plwsa Grip{:t;’phosa Moskova V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Icterohacmorrhagiae Copenhageni M-20
Icterohaemorrhagiae RGA
Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Panama Panama CZ214K
L.interrogans Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
_ Hardjo Hardjoprajitno
fighion Wolffi 3705
Shermani Shermani LT 821
Tarassovi Tarassovi Perepelicin
Djasiman Sentot Sentot
. Andamana Andamana CH 11
L.biflexa
Seramanga Patoc Patoc-1
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4 RESULTADOS

4.1 Sorologia e Identificacdo do sorovar

Foram examinadas 18 amostras de soro sanguineo dos caes clinicamente
suspeitos para leptospirose. O diagnostico foi realizado pela técnica de SAM com 24
antigenos vivos de Leptospira spp. Das 18 amostras analisadas, 61,1% (11/18)
foram sororreagentes para leptospirose pela técnica de SAM. Destes 11 reagentes,
os sorovares encontrados foram Copenhageni com 36,6% (4/11), Cynopteri com
27,7% (3/11), Icterohaemorrhagiae com 18,1% (2/11), Bratislava e Butembo com
9,09% (1/11) cada. As titulagbes de anticorpos encontradas variaram de 100 a 3200.

As principais caracteristicas dos 11 animais reagentes, junto com as
manifestacdes clinicas e o sorovar infectante estdo descritas no Quadro 3 e 0s

resultados do teste sorolégico, contendo as titulacdes, estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Distribuicdo de sorovares e titulos de anticorpos obtidos pelo Teste de
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) em cdes com suspeita clinica

atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro - Séo

Paulo, 2016
Sorovar Titulo Frequéncia
100 200 800 1600 3200 (%)
Copenhageni - - - 3 1 4 (36,6)
Cynopteri - 1 2 - - 3(27,7)
Icterohaemorrhagiae 1 1 - - - 2 (18,1)
Bratislava 1 - - - - 1 (9,09)
Butembo - - 1 - - 1(9,09)

Total 2 2 3 3 1 11 (100%)
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4.2 Manifestagdes Clinicas e Exames Laboratoriais

A taxa de mortalidade foi de 54,5% (6/11), ocorrendo 6bito cerca de 12 a sete
dias apos o atendimento, e 45,4% (5/11) ndo retornaram ao Hospital Veterinario da
Universidade de Santo Amaro para dar continuidade e acompanhamento do caso.
Apenas 18,1% (2/11) apresentaram melhora clinica com o tratamento, sem alta

clinica, pois ndo compareceu ao retorno agendado.

Ao exame fisico e inspecdo, a ictericia foi observada em oito casos (72,7%),
tanto em mucosas, como em subcutaneo. Em sete casos (63,6%) foram comum a
apresentacado de desidratacdo de grau leve a intenso e apatia. Outros sintomas
observados foram anorexia (81,8%), émese (54,5%), oliguria e/ou anuria (45,4%),
hematoquesia (36,3%), algia abdominal e petéquias (27,2%), hipertermia e

hipotermia (9,09%) em apenas um caso cada.

Os resultados do hemograma estdo descritos na Tabela 4. A contagem dos
eritrocitos mostrou-se dentro dos valores de referéncia em seis casos (54,5%) e
abaixo dos valores de referéncia em cinco casos (45,4%), indicando anemia
normocitica normocrémica. Leucocitose por neutrofilia foi observado em dez casos
(90,9%), enquanto que trombocitopenia foi comum em cinco casos (45,4%) e
leucopenia observada em apenas um caso (9,09%). Apenas em um caso, obteve-se

valores eritrociticos que indicavam desidratacéo.

Os resultados da bioquimica sanguinea, apresentados na Tabela 5, revelaram
aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina em dez casos (90,9%) indicando
azotemia, aumento dos niveis séricos da enzima fosfatase alcalina em sete casos
(63,6%) e aumento da enzima alanina transaminase em seis casos (54,5%), ambas
indicando comprometimento hepatico. Outras alteragcbes observadas foram
hiperglicemia (45,4%), hiperglobulinemia e hipoalbuminemia (36,3%) e em apenas

um caso observou-se hipoglicemia (9,09%).
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4.3 Reacao em Cadeia de Polimerase

Das dez amostras de urina analisadas pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com o0 objetivo de avaliar a presenca de leptospilria,

identificando o DNA de leptospiras, nenhuma apresentou resultado positivo.

4.4 Isolamento

Das dez amostras de urina destinadas ao isolamento de Leptospiras spp. em
meio de cultivo de Fletcher, armazenadas em estufa a 28-30°C durante seis
semanas, com observacdes semanais, trés (30%) contaminaram com outros micro-
organismos e sete (70%) resultaram em culturas negativas ao final de seis semanas
por nao apresentarem a formacdo do anel de crescimento subsuperficial de
leptospiras no meio e descartadas quando observadas em microscopia de campo

eSCcuro.
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Quadro 3 — Caracteristicas e principais alteracdes clinicas encontradas nos 11 cades suspeitos de leptospirose atendidos no Hospital

Veterinario da Universidade de Santo Amaro — HOVET/UNISA, Sao Paulo-SP, 2016

Caso Clinico n°

Paramet
arametro 1 2 6 7 8 9 10 11 12 13 16
Sexo Fémea Fémea Macho Macho Fémea Fémea Macho Macho Macho Macho Fémea
Raca Lhasa Apso SRD SRD SRD SRD Pinscher Pinscher SRD Yorkshire Pitbull SRD
Apatia
Anorexia intensa, Apatia
Hipertermia adi sia, Desidratado secrecao angrexié Hipotermia,
i Iperter Mucosa psia, . . apatia, algia ocular, ' anorexia,
Ictericia, ictericia, . fezes Hipertermia, . A fezes com L
P . hipocorada, . . abdominal, . abdbémen polidipsia,
petéquias, desidratado . com taquicardia, o Anorexia, sangue,
. . apatia, Mucosa . émese, N abaulado, : . fezes com
desidratado anorexia, . . sague, apatia, : : émese, . diarreia,
- . . vomito e hipocorada A ! x diarreia, e caquexia, . sangue,
Sinais apatia, aguesia, S émese, desidratacdo . ictericia, X anduria, S
N i fezes com ictericia, S SR anorexia, L anorexia, A ictericia,
émese, coldria, . ; ictericia, , ictericia, g polidipsia, . . émese, . ~
. N sangue dispneia : . . adipsia, : dispneia, T desidratacéo
anorexia e émese, P desidrata hiporexia, S apatia . ictericia, ;
o - ; petéquias, L oliguria, linfonodos : intensa,
polidipsia dispneia, : ; do, dor adipsia . desidratado, ) .
dispneia mucosa reativos, o apatia, algia
hematomas em o abddmen ;
s congesta hélito abdominal
abddémen A tenso
urémico,
epistaxe
Vacinacao Mais 24 Mais 24 Nenhuma Atualizada | Nenhuma | Atualizada Atualizada | Nenhuma Mais 24 Nenhuma Mais 24
meses meses meses meses
Sorologia
para 3200 200 800 800 1600 200 100 1600 100 800 1600
leptospiro | Copenhage | Icterochaemo . .| Copenha . Icterohaemo | Copenha . Copenhage
. ! Cynopteri Cynopteri . Cynopteri : . Bratislava Butembo .
se ni rrhagiae geni rrhagiae geni ni
(Titulos)
Apresentou | Apresentou | gy g ) ) Obito 24h | Obito 7 dias ) Obito 12h | Obito 5dias | Obito 12h
= melhora melhora . N&ao Nao . . Nao . . .
Evolucéo o ~ o ~ apos apos apos apos apos apos
clinica e ndo | clinica e nao X retornou retornou ; X retornou ; X :
retornou retornou atendimento atendimento | atendimento atendimento | atendimento | atendimento
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Tabela 4 - Hemograma dos 11 casos suspeitos para leptospirose atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro
— HOVET/UNISA, Sé&o Paulo-SP, 2016

Caso clinico n®

Parametro
~ - 9

(Referéncia™) 1 2 6 4 8 9 10 11 12 13 16
Hemacias
(5.7 - 7.4 milhges ) 5,5 4.8 2.4 1,9 5,8 4.6 7.1 8,5 5,1 6.8 7.7
Hemoglobina
(14 — 18 g/dl) 13,3 10,1 6,1 4,5 144 10,1 15,1 19,5 11,5 144 165
Hematocrito
(37 - 47%) 38 30 18 13 42 30 47 63 36 45 51
VCM* (60 — 77 pm3) 69,1 62,5 75 68,4 72.4 65,2 66,2 74 70 65 65
CHCM* (32 — 36%) 35 33,7 33.9 343 342 337 32.1 31 31 32 32
'('6e[* g?cﬁjﬁ ) 22500 32000 200  72.200  41.600 70.400 19.200 48.000 60.000 16.600  28.600
Basofilos (0/ul) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eosinofilos
(150 -1350/4) 0 640 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metamiel6citos (O/ul) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bastonetes (0 - 300/pl) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Segmentados 20.925 24.640 ; 21.648 29536 49.280 15936 45120 55.900 14.276 26.598
(3-11,5 mil/pl)
Linfocitos 675 3.200 - 3.168 7.488 11264 1920 2400  4.256 996 1.430
(1 - 4,8 mil/pl)
Monécitos
(150 - 1.350/0) 900 3.520 0 1.584 4576 7744 1344 480 608 1.328 572
Plaquetas 310.000 213.000 40.000 Agregadas 215.000 70.100 240.000 212.000 80.000 103.000 41.000

(200 — 500 mil/mm?)

*VCM: Volume corpuscular médio; *CHCM: Concentracdo de hemoglobina média
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Tabela 5 — Exame bioquimico dos 11 animais reagentes no teste sorologico (SAM) atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
de Santo Amaro — HOVET/UNISA, Sao Paulo-SP, 2016

Caso clinico n®

Parametro
(Referéncia®)
1 2 6 7 8 9 10 11 12 13 16
Uréia
(15 - 40 mg/d) 110,7 132,0 2587 88,3 65,7 65.7 4446 ] 2650 280,00 )
03 ma/d 2,94 11 235 064 64 05 16,3 : 0.92 5.7 4.26
g%@?;ﬁ)tal 5 73 86 89 7,2 6,6 5,2 - 8,1 9,6 .
g%u-rglgagn) 22 14 123 2,5 18 - 14 2,7 .
ALT
(70 - 92 Ul 155,2 2357 261 1833 5898 36,6 523 ] 73.3 235,7 241
(Fl/?)_% un 1.725 8043 2073 1493  1.015 215.6 41,4 i 1327 560,1 877
Glicose 97 118 86 33 145 118 81 122 117 93 ]

(70 - 110 mg/dl)
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5 DISCUSSAO

Considerando como uma resposta sorolégica reagente aquela que
apresentou titulos maiores ou iguais a 100, dos 18 soros examinados, 11 foram
sororreagentes (61,1%) para a leptospirose com titulos variando de 100 a 3200. Em
relagdo a distribuicdo dos sorovares, verificou-se um predominio de sororreatividade
para o sorovar Copenhageni, com quatro amostras reativas (36,6%), seguido de
Cynopteri, com trés (27,7%), Icterohaemorrhagiae com duas (18,1%) e com apenas

uma amostra cada, os sorovares Bratislava e Butembo (9,09%).

A frequéncia de aglutininas antileptospiras encontrada por Zacarias et al.?%, na
cidade de Bandeirantes-PR, foi de 25,71%, tendo o sorovar Canicola como mais
prevalente, que ndo esta presente nos resultados desse trabalho. Rodrigues et al.%?,
encontraram prevaléncias de 80% em Sao Paulo, apresentando o sorovar
Copenhageni com sororreatividade de 50%, excedendo os resultados os presentes
resultados. Wolffenbuttel et al.?°, também obteve o sorovar Copenhageni como o

mais prevalente em cinco, dos sete casos clinicos examinados.

A prevaléncia do sorovar Copenhageni encontrado nessa pesquisa destaca a
importancia da utilizacdo de vacinas que contenham este sorovar na formulacao.
Este sorovar ndo estd incluido na maioria das vacinas comerciais disponiveis. Os
sorovares mais frequentes nas vacinas para cdes sao Icterohaemorrhagiae,

Canicola, Grippotyphosa e Pomona“.

Outros autores, como Ferreira et al.3!, em Uberlandia - M G, analisaram 236
amostras sanguineas de bovinos, equinos e caes, obtendo uma soropositividade
para o sorovar Copenhageni de 36,2% e Tesseroli et al.'®>, em Curitiba — PR,
encontraram 71,5% de reagentes para 0 mesmo sorovar, das 598 amostras de caes
examinadas. Sugerindo que as leptospiras circulam entre os animais de companhia,
mais especificamente nos cédes. Estes animais apresentam grande importancia na
cadeia epidemiolégica da leptospirose humana devido a sua proximidade com o

homem.

A presenca do sorovar Copenhageni destaca a importancia do controle de

roedores, pois sdo considerados hospedeiros naturais deste sorovar. Em periodos
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de altas concentracBes pluviométricas, anualmente, no Brasil, sdo notificados surtos
epidémicos para leptospirose humana, onde 80% destes estdo relacionados ao

sorovar Copenhageni??.

O sorovar Cynopteri, ocorreu em trés dos 11 cades analisados neste estudo,
sendo o segundo mais prevalente. Tealdo et al.??, obtiveram nos seus resultados a
maior prevaléncia para este sorovar, sendo que dos 37 animais positivos, 59%
destes foram reagentes para esse sorovar. A alta prevaléncia para o Cynopteri
surpreende, uma vez que tem sido encontrado apenas em testes soroldgicos

realizados em animais selvagens, como os gambas, ledes marinhos e raposas

O sorovar Icterohaemorrhagiae, o terceiro mais encontrado nesse estudo, foi
0 mais prevalente em uma pesquisa realizada por Freire et al.®3, onde verificou-se
alto predominio para este sorovar (50%) em 120 amostras de soro canino, na cidade
do Rio de Janeiro — RJ. No entanto, Favero et al.?*, obtiveram 10,9% de reatividade
para o sorovar Icterohaemorrhagiae, sendo o segundo mais prevalente em 983 cédes

analisados em diversas cidades brasileiras.

O sorovar Bratislava foi encontrado em equinos e suinos, por Pinna et al.%4, e
Bolin et al.®®, com frequéncia de 51,4% (72/140) e 94,1% (16/17), respectivamente.
Ambos os autores relatam que alteragdes reprodutivas foram os principais sinais

encontrados nos animais reagentes ao sorovar Bratislava.

Segundo Tonin et al.®¢, o sorovar Butembo é um dos mais prevalentes no
estado de Santa Catarina em bovinos, atentando-se para a saude publica, manejo
sanitario e producdo animal, ja que este sorovar ndo esta presente nas vacinas

comerciais e pode causar problemas reprodutivos como infertilidade.

As alteracbes consideradas classicas da leptospirose incluem anemia,
leucocitose, neutrofilia, trombocitopenia e ictericia®®. Porém, alguns cdes podem néo
apresentar estas alteragcfes tornando o diagndéstico laboratorial essencial para iniciar
a terapia especifica e eliminar possiveis portadores33. Balassiano et al.5’, em um
estudo onde foram relatados casos de leptospirose anictérica em aguadores de
arroz da regiao Sul do Brasil também afirma que o diagnostico correto é de extrema
importancia. Casos com manifestacdes clinicas nao classicas da doenca, como a

forma anictérica sdo uma das razfes para a subnotificacdo da leptospirose.
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Na fase de leptospiremia superaguda, pode haver leucopenia, enquanto que,
na fase cronica, encontra-se leucocitose com ou sem desvio a esquerda. A
trombocitopenia, diminuicdo dos niveis séricos das plaquetas, pode ser observada

durante todo o quadro da doenca®®

As alteracbes na hematologia encontradas em cinco casos do presente
estudo como anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia podem ser
explicados devido a hemdlise intravascular e vasculite que podem causar
hemorragias e consequentemente aumento no consumo de plaquetas®®36, A
trombocitopenia, foi o Unico achado no estudo realizado por Castro, et al. 201432 em
21 caes, dos 140 analisados e a anemia e leucocitose ndo foram um achado neste
estudo, porém estes dados podem ser explicandos por se tratar de um estudo
realizado com cdes assintomaticos, no entanto essas alterac6es, foram encontradas

por Mendonca et al.%°.

O comprometimento renal foi avaliado através da mensuracdo dos niveis
séricos de ureia, sintetizada no figado e creatinina, originada do metabolismo
muscular, estas substancias séo indicadores da filtracdo glomerular que apés
filtradas sdo excretadas na urina?®. Os niveis séricos de ureia, e creatinina foram
frequentes neste trabalho, pois encontraram-se aumentados em dez dos 11 casos
reagentes, indicando que o animal estava em azotemia e consequentemente uremia.
Resultados também encontrados em 86% dos sete cdes suspeitos analisados por
Wolffenbitel et al.?>, por Vieira et al,’°, em 30/94 caes avaliados em Uberlandia-MG

e por Kogica et al’™.

As alteracbes hepdaticas sao caracterizadas pelo aumento dos niveis séricos
de algumas enzimas, como a FA e ALT e alguns outros parametros bioquimicos,
sendo frequente nos casos de leptospirose 3748 No presente estudo, essas
alteracdes foram frequentes, onde 6/11 apresentaram aumento nos niveis de ALT e
9/11 animais para a enzima FA. Discordando da pesquisa realizada por Freire et
al.*>, onde apenas foi encontrado alteraces na FA, sugerindo um quadro de

colestase.

Os achados clinicos e laboratoriais que foram encontrados nos cées positivos
ao teste de SAM para leptospirose neste trabalho, mostraram um acometimento

vascular, renal e hepatico, representados pelas manifestacdes clinicas e pelos niveis
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séricos de hemacias e do hematdcrito, que encontravam-se diminuidos, indicando
anemia. Foram encontrados valores de ureia e creatinina aumentados, sugestivos
de insuficiéncia renal aguda, bem como de ALT e FA, que avaliam o
comprometimento hepatico indicando uma inflamacéo hepatocelular e/ou colestase.
Estes achados sdo comumente encontrados nos casos de leptospirose36:48,
Alterac6es semelhantes também foram registrados por Costa et al.”?, Mendonca et
al.®?, Langoni et al.”3, Castro et al.*3, Oliveira et al.”4, em estudos realizados nas
cidades de Sobral-CE, Curitiba-PR, Botucatu-SP, Uberlandia-MG e Londrina-PR,

respectivamente.

No presente estudo, as dificuldades de isolamento podem ser explicadas,
principalmente, devido a leptospilria intermitente e a necessidade de iniciar o
tratamento com os antibiéticos o mais rapido possivel, diminuindo assim a
guantidade de leptospiras eliminadas na urina, o que torna as amostras de urina
pouco Vvidveis para o diagnostico. Outros fatores que contribuem para o insucesso
do isolado s&o: tempo e armazenamento da amostra entre coleta e processamento,
necessidade de um longo periodo de incubacéo e presenca de contaminantes*®. Nos
estudos realizados por Rodrigues’®, e Tozzi et al.’®, também relataram dificuldades
de isolamento, obtendo apenas quatro isolamentos das 29 amostras e apenas dois
isolamentos de 24 amostra processadas, respectivamente. Freitas et al.”’, obteve

um éxito maior, onde 11/14 isolamentos foram positivos.

O insucesso na amplificacdo do DNA com a técnica de PCR pode ocorrer
devido a lise da parede celular de algumas bactérias, inclusive da leptospira, ao
modo de congelamento e descongelamento, armazenamento em baixas
temperaturas, estocagem em meios acidos ou pelo contato com substancias
interferentes, como sangue, células e até mesmo a ureia e creatinina em altas
concentracdes na urina inibem a reacdo de PCR’87°, Existe ainda a possibilidade da
aliquota usada para o procedimento ndo apresentar o agente, pois sua excrecao na
urina € intermitente e o0 seu material genético pode ser degradado no
armazenamento ou ser disperso junto ao sobrenadante no processo de
centrifugacéo®®78. Meira®® analisou 15 amostras de urina de cées, onde apenas dois
foram positivos divergindo de Correia et al.8%, que obteve resultado mais significativo
com 38,8% (226/582) de amostras positivas de urina de bovinos, da regido do Rio

de Janeiro — Brasil.
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6 CONCLUSAO

Das 18 amostras de soros caninos com suspeitas de leptospirose analisadas,
11 foram sororreagentes pela técnica de SAM tendo como sorovar predominante o
Copenhageni 0 que sugere a participacdo de roedores sinantropicos como fonte de
infeccdo para os cées, porém a presenca do agente etioldgico ndo foi confirmada

nas amostras de urina submetidas a técnica de PCR e de isolamento de leptospiras.

Os resultados obtidos reforcam a importancia de realizacdo de programas de
controle aos roedores, medidas preventivas, como modificacbes ambientais,
medidas sanitarias e educacdo em saude. Ressalta-se também a importancia do

desenvolvimento e uso de vacinas que contenham este sorovar na sua formulagao.



43

REFERENCIAS

1. Kalin M, Devaux C, Difruscia R, Lemay S, Higgins R, Three cases of canine
leptopiresis in Quebec. Can Vet J. v. 40, p. 187-191, 1999.

2. Ministério da Saude (Brasil). Programa de Zoonoses Regido Sul. Manual de
Zoonoses. Brasilia: Ministério da Saude; 2009. 103p.

3. Levett PN. Leptospirosis. Clinical Microbiology reviews. 2001; 14(2): 296-326.

4. World Health Organization. Human leptospirosis: guidance for diagnosis,
surveillance and control. 2003. Disponivel em: <http://
http://www.who.int/csr/don/en/WHO_CDS_CSR_EPH_2002.23.pdf:>. Acessado
em: 16 de jun. 2016.

5. Batista CSA, Azevedo SS, Alves CJ, Vasconcellos SA, Morais ZM, Clementine
IJ, et al. Soroprevaléncia de Leptospirose em caes errantes da cidade de
PATOS, Estado da Paraiba, Brasil. Braz J vet Res anim Sci. 2004; 41(2): 131-
136.

6. Genovez ME. Leptospirose: Uma doenca de ocorréncia além da época das
chuvas. Bioldgico, Sdo Paulo. 2009; 71(1):1-3.

7. Ministério da Saude (Brasil). Secretaria de Vigilancia em Saude. Doencas
infecciosas e Parasitarias: Guia de bolso. 8 ed. Brasilia: Ministério da Saude,
2010.

8. Ministério da Saude (Brasil). Secretaria da Vigilancia em Saude. Guia de
Vigilancia Epidemioldgica. 6 ed. Brasilia: Ministério da Saude, 2005.

9. Ministério da Saude (Brasil). Secretaria da Vigilancia em Saude. Leptospirose:
diagndéstico e manejo clinico. Brasilia: Ministério da Saude, 2014.

10.Vasconcelos CH, Fonseca FR, Lise MLZ, Arsky MLNS. Fatores ambientais e
socioecondmicos relacionados a distribuicdo de casos de leptospirose no Estado
de Pernambuco, Brasil, 2001-2009. Cad. Saude Colet. 2012; 20(1): 49-56.

11.Portal da Saude. Ministério da Saude. Casos confirmados e O&bitos por
leptospirose de 2000 a 2016. Acesso em: 23 de out. 2016. Disponivel em: <
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/situacao-epidemiologica-dados>.



http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/situacao-epidemiologica-dados

44

12.Langoni H. Leptospirose: aspectos de saude animal e de salde publica. Revista
de Educagéo Continuada do CRMV-SP. 1999; 2(1): 52-58.

13.Castro JR, Salaberry SRS, Souza MA, Lima-Ribeiro AMC. Sorovares de
leptospiras spp. predominantes em exames sorologicos de caninos e humanos
no municipio de Uberlandia, Estado de Minas Gerais. Vet Soc Bras Trop. 2011;
44(2): 217-222. DOI: 10.1590/S0037-86822011005000012.

14.Jouglard SDD, Brod CS. Leptospirose em cées: prevaléncia e fatores de risco no
meio rural do Municipio de Pelotas, RS. Arg Inst Biol. 2000; 67(2): 181-185.

15.Teserolli GL, Alberti JVA, Bergamaschi C, Fayzano L, Agottani JVB. Principais
sorovares de leptospirose canina em Curitiba, Parana. Pubvet. 2008; 2(21): 1-8.

16.Modolo JR, Langoni H, Padovani CR, Shimabukuro FH, Mendonc¢a AO, Victoria
C et al. Investigacdo soroepidemiolégica de leptospirose canina na area
territorial urbana de Botucatu, S&o Paulo, Brasil. Braz. J. vet. Res. Anim. Sci.
2006; 43(5): 598-604.

17.Sarmento AMC, Guazelli A, Barreto LFG, Costa VM, Hoffmann JL, Lucheis SB,
et al. Estudo da Leptospirose em caes e gatos, da Leishmaniose e da Doenca
de Chagas em caes de aldeias indigenas guaranis em Parelheiros, Municipio de
Séao Paulo-SP. Vet. e Zootec. 2007; 14(2): 193-203.

18.Mascolli R, Pinheiro SR, Vasconcellos AS, Ferreira F, Morais ZM, Pinto CO, et
al. Inquérito soroldgico para Leptospirose em caes do Municipio de Santana de
Parnaiba, S&o Paulo, utilizando a campanha de vacinacao antirrabica do ano de
1999. Arq. Inst. Biol. 2002; 69(2): 25-32.

19.World Health Organization. Current problems in leptospirosis research. Wid. Hith.
Org. techn. Rep. Ser. 1967; 380: 1-34.

20.Ministério da Saude (Brasil). Secretaria da Vigilancia em Saude. Leptospirose:
diagnostico e manejo clinico. Brasilia: Ministério da Saude, 2009.

21.Genovez ME. Leptospirose em animais de Producdo. In: Megid J, Ribeiro MG,
Paes, AC. Doencas Infecciosas dos em Animais de produgéo e de Companhia.
Rio de Janeiro: Roca; 2016. p. 378-387.



45

22.Blazius RD, Roméao PRT, Blazius EMCG, Silva OS. Ocorréncia de caes errantes
soropositivos para leptospirose spp. na cidade de Itapema, Santa Catarina,
Brasil. Cad. Saude Publica, RJ. 2005; 21(6): 1952-1956.

23.Hagiwara, MK. Boletim Técnico: Leptospirose canina. Pfizer Saude Animal.
2003. p. 1-6.

24.Favero ACM, Pinheiro SR, Vasconcellos SA, Morais ZM, Ferreira F, Neto, JSF.
Sorovares de leptospiras predominantes em exames sorolégicos de bubalinos,
ovinos, caprinos, equinos, suinos e caes de diversos estados brasileiros. Ciéncia
Rural, Santa Maria. 2002; 32(4): 613-619.

25.Wolffenbuttel S, Scheeffer J, Gonzalez FHD, Schmidt V, Oliveira RT. Achados
clinico-laboratoriais em sete caes com resposta sorologica
a leptospirose. MEDVEP Rev Cientif Med Vet Pequenos Anim Estim. 2004; 2(5):
44-50.

26.Lopes ALS, Silva WB, Padovani CR, Langoni H, Modolo JR. Frequéncia
sorologica antileptospirica em cées: sua correlagdo com roedores e fatores
ambientais, em area territorial urbana. Arq Inst Biol, Sdo Paulo. 2005; 72(3): 289-
296.

27.Batista CSA, Alves CJ, Azevedo SS, Vasconcellos SA, Morais ZM, Clementino
IJ, et al. Soroprevaléncia e fatores de risco para a leptospirose em cées de
Campina Grande, Paraiba. Arq Bras Vet Zootec. 2005; 57(2): 179-185.

28.Freire IMA, Varges RG, Gomes YNP, Pombo CR, Lilenbaum. Distribuicdo dos
serovares de leptospia em caninos clinicamente suspeitos no Rio de Janeiro.
Rev Bras Ci Vet. 2014; 14(2): 83-85.

29.Freire IMA, Varges R, Lilenbaum. Niveis séricos de uréia e creatinina em caes
com leptospirose aguda determinada por amostras do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. Ciéncia Rural, Santa Maria. 2008; 38(4): 1172-1175.

30.Lemos JP, Melo CB, Viegas SARA. Andlise soroldgica de Leptospira spp. em
cées errantes no municipio de Aracaju. Resv Ci Elet Med Vet. 2010; 14: 3-16.

31.Ferreira BC, Lima-Ribeiro AMC, Medeiros AA, Tavares TCF, Gomes DO, Souza
MA, et al. Frequéncia de animais sororreagentes para Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni. Vet Not. 2012; 18(2): 41-44.



46

32.Negrao DD, Goncalves D. Incidéncia de leptospirose em cées errantes acolhidos
no centro de controle e zoonoses de Curitiba. Rev Elet Fac Evan Par, Cur. 2012;
2(4): 63-68.

33.Castro JR, Silva CB, Souza MA, Salaberry SRS, Guimarédes ED, Mundim V, et
al. Alteracbes hematologicas em cées naturalmente infectados por leptospira
spp., Brucella abortus e Brucella canis. Vet Bras Med Vet. 2014; 36(1): 48-54.

34.Alves CJ, Clementino 1J, Oliveira AGF, Freitas TF, Vasconcellos SA, Morais ZM.
Avaliacdo dos niveis de algutininas antileptospira em caes de caca na Paraiba,
Brasil. Ver Bras Ci Vet. 2014; 11(1-2): 68-73.

35.Inada R, Ido Y, Hoki R, Kaneko R, Ito H. The etiology, mode of infection, and
specific therapy of Weil's disease (spirochaetosis icterohaemorrhagica). The
Journal of experimental medicine. 1916; 23(3): 377-402.

36.Faine S, Adler B, Bolin C, Perolat P. Leptospira and Leptospirosis. 3. Ed.
Melbourne: MediSei; 1999. p. 272.

37.Hagiwara MK, Lustosa M, Kogika MM. Leptospirose canina. Vet News. 2004; 67:
1-2.

38.Faine S. Guidelines for the control of Leptospirosis. Geneva. World health
Organization. 1982. p. 100.

39.The leptospirosis Information Center. [Acesso em: 01 de nov. 2016]. Disponivel
em: <http://www.leptospirosis.org>.

40.Greene CE, Miller MA, Brown CA. Leptospirosis. In: Greene CE. Infectiouns
diseases of the dog and cat. 2. ed. Philadelphia: W. B. Saunders. 1998; p. 273-
281.

41.0IE — World Organization for Animal Health. Leptospirosis. [Chapter 2.1.9]. 2008

42.Marshall RB. The route of entry of leptospiras into the kidney tubule. Journal of
medical microbiology. 1975; 992): 149-152


http://www.leptospirosis.org/

47

43.Bal AE, Gravekamp C, Hartskeerl RA, Brewster JM, Horver H, Terpstra WJ.
Detection of leptospirosis in irune by PCR for eraly diagnosis of leptospirosis.
Hournal of Clinical Microbiology. 1994; 32(8): 1894-1898.

44.Acha PN, Szyfres B. Zoonosis y enfermidades transmissibles comunes al
hombre y a los animales. Organizacion Panamericana de La Salud. 3. ed.
Washington, 2003; p. 175-185.

45.Freire IMA, Varges R, Lilenbaum. Alteracdes na bioquimica hepética em caes
com leptospirose aguda determinada por amostras do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. Ciéncia rural, Santa Maria. 2008; 38(9): 2630-2632.

46.WHO — World health Organization. Human leptospirosis: guidance for diagnosis,
surveillance and control. 2003. p. 1-122.

47.0Oliveira, MAA. Diagnéstico laboratorial de leptospirose: triagem e confirmacéo.
[Acesso em: 06 de nov. 20186]. Disponivel em:
<http://slideplayer.com.br/slide/2335991/>.

48.Paes AC. Leptospirose canina. In: Megid J, Ribeiro MG, Paes, AC. Doencas
Infecciosas dos em Animais de producéo e de Companhia. Rio de Janeiro: Roca;
2016. p. 356-377

49.Tonin AA, Azevedo MI, Santos LG, Silva AS, Badke MRT, Martins LR, et al.
Sulfato de estreptomicina como auxiliar no tratamento de leptospirose
melhorando indices reprodutivos em bovinocultura de leite. Acta Vet Bras. 2009;
3(3): 166-170.

50.Girio TMS, Magajevski FS, Girio RJS, Miashyro S, Rodrigues LH, Scarcelli EP et
al. Uso de estreptomicina na eliminacéo da leptospiuria em touros (bos taurus
indicus) naturalmente infectados pelo sorovar Hardjo. Arg. Inst. Biol. 2005; 72(2):
161-170.

51.Santos GO, Cardoso F, Vasconcellos AS, Morais ZM, Cortez A, Favero ACM, et
al. Emprego do ceftiofur sédico ou da estreptomicina para a terapia da
leptospirose em hamsters experimentalmente infectados com o sorovar Pomona.
Arg. Inst. Biol. 2001; 68(1): 1-8.

52.Andrade SF, Giuffrida R, Ribeiro MG. Quimioterdpicos Antimicrobianos e
Antibidticos. In: Andrade SF. Manual de terapéutica Veterinaria. 3 ed. Sdo Paulo:
Roca. 2002; p. 13-500.


http://slideplayer.com.br/slide/2335991/

48

53.Ristow P, Lilenbaum W. Leptospirose: atualizacédo e perspectivas. Microbiologia
in foco, S&o Paulo, 2010. p. 17-27.

54.Castro JR, Salaberry SRS, Neto BC, Avila DF, Souza MA, Lima-Ribeiro AMC.
Leptospirose canina — Reviséo de literatura. Ed 136. Londrina: PUBVET. 2010.

55.Alves CJ, Vasconcellos SA, Camargo CRA, Morais ZM. Influéncia de fatores
ambientais na proporcdo de caprinos soro-reagentes para a leptospirose em
cinco centros de criacdo do Estado da Paraiba. Arqg Inst Biol, SP. 1995; 63(2):
11-18.

56.Myers DM. Manual de métodos, para el diagnostico de laboratério de la
leptospirosis. Martinez: OPAS, Centro Panamericano de Zoonosis, 1985.

57.Favero ACM, Mangerona ACS, Alessi LJ, Morais ZM, Pinheiro SR, Ferreira NJS,
et al. Aglutininas pds-vacinas em bovinos imunizados com bacterina tetravalente
contra leptospirose Influéncia de reacfes pré-vacinais, homoélogas e heterologas.
Arq Inst Biol, SP. 1997; 64(2): 45-55.

58.Mérien F, Amouriaux P, Perolat P, Baranton G, Saint Giron |. Polymera Chain
reaction for detection of Leptospira spp. in clinical samples. Jour Clin Microb.
1992; 30: 2219-2224.

59.Meyer DJ, Coles EH, Rich Lj. Medicina de laboratério veterinaria: interpretacao e
diagnostico. Sdo Paulo: Roca, 1995. p. 308.

60.Zacarias FGS, Marques DRC, Cardoso MJL, Freitas JC, Junior AZ, Zamarian
TP. Frequéncia de anticorpos anti-leptospira spp. em cédes antendidos no
hospital veterinario da universidade estadual do norte do Parana — UENP. Arq
Ciénc Vet Zool. 2014; 14(2): 91-95;

61.Rodrigues AMA, Vasconcellos SA, Moraes ZM, Hagiwara MK. Isolamento de
leptospira spp. de caes com diagnostico clinico de leptospirose em Séao Paulo
(Brasil). Acta Scientiae Veterinariae. 2007; 35(2): s705-s706.

62.Tealdo MS, Romero GN, Autrey CD, Samartino L. Serologia positiva a Leptispira
interrogans, serovar cynopteri em caninos de la Ciudad d Buenos Aires,
Argentina. InVet. 2007; 9(1): 59-65.



49

63.Freire IMA, Varges RG, Gomes YNP, Pombo CR, Lilenbaum W. Distribuicdo de
serovares de leptospira em caninos clinicamente suspeitos no Rio de Janeiro.
Ver Bras Ci Vet. 2007; 14(2): 83-85.

64.Pinna M, Martins G, Freire |, Lilenbaum W. Seropositivity to Leptospira
interrogans serovar Bratislava associated to reproductive problems without
significant bichemical or hematological alterations in horses. Cién Rur, Santa
Maria. 2010; 40(10): 2214-2217.

65.Bolin CA, Cassells, JA, Hill HT, Frantz JC, Nielsen JN. Reproductive failure
associated with Leptospira interrogans serovar Bratislava infection of swine. J
Vet Diagn Invest. 1991; 3: 152-154.

66.Tonin AA, Azevedo MI, Escobar TP, Cassassola |, Santos LG, Silva AS, et al.
Leptospirose bovina: aumento da incidéncia da Leptospira interrogans sorovar
Butembo no rebanho do estado de Santa Catarina, Brasil. Acta Vet Bras. 2010;
4(4): 294-297.

67.Balassiano It, Vital-Brasil JM, Barbosa ATL, Moraes SR, Marchry L, Timm NL, et
al. Aspectos clinicos de leptospirose anictérica em plantador de arroz na regido
sul do Brasil. Ver Sal, Vassouras. 2011; 291): 61-66.

68.Nelson RW, Couto GC. Manual de medicina interna de pequenos animais. 2 ed.
Rio de Janeiro: Elsevier. 2006. p. 1103.

69.Mendonca RO, Vieira DL, Castro LLd, Joaquim SF, Latosinski GS, Molento MB.
Alteracdes hematolégicas e bioquimicas em cées infectados por leptospiras spp.
Relato de caso. Anclipeva. 2015; 1472-1476.

70.Vieira AM, Rezende Lm, Oliveira LD, Tavares TCF, Gomes DO, Lima-Ribeiro
AMC. Alteragcbes hematologicas e bioquimicas de cées reagentes para
Leptospira spp. Med Vet & Zoot. 2008; 80-81.

71.Kogica MN, Hagiwara, MK, Miranbola RMS. Alteracbes bioquimicas na
leptospirose canina. Braz J Vet Res Anim Sci, Sdo Paulo. 1990; 27(2): 177-182.

72.Costa ERA, Honorato RA, Fiuza RF, Leite AKRM. Alteracdes hematologicas,
morfolégicas sanguineas e bioquimicas em um cé&o com leptospirose. Ver Cient
Elet Med Vet. 2013; 21: 1-10.



50

73.Langoni H, Silva AV, Segismundo R, Lucheis SB, Paes AC. Variaveis
epidemiologicas e alteragdes clinicas, hematoldgicas e urinarias em céaes
sororreagentes para Leptospira spp. Cien Agra, Londrina. 2013; 34(2): 765-776.

74.0Oliveira RC, Freitas JC, Silva FG, Souza EM, Delbem ACB, Alves LA, et al.
Diagnostico laboratorial da leptospirose em um cao utilizando diferentes
técnicas. Arq Inst Biol, SP. 2005; 72(1): 111-113.

75.Rodrigues AMA. Leptospirose canina: diagnoéstico etiolégico, sorolégico e
molecular e avaliacdo da protecdo cruzada entre o0s sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo; 2008.

76.Tozzi BF, Miotto BA, Penteado MS, Hagiwara MK. Isolamento e identificacdo de
leptospiras patogénicas em cédes com suspeita clinica de leptospirose. Med Vet
& Zoot. 2015; 96-97.

77.Freitas JC, Silva FG, Oliveira RC, Delbem ACB, Muller EE, Alves LC, et al.
Isolation of leptospira spp from dogs, bovine and swine naturally infectec. Ciénc
Rur, Santa Maria. 2004; 34(3): 853-856.

78.Lucchesi PM, Arroyo GH, Etcheverria Al, Parma AE, Seijo AC.
Recommendations for the detection of leptoséra in urine by PCR. Ver Soc Bras
Med TRop. 2004; 37: 131-4.

79.Boom VVD, Citterio E, Hoogstraten D, Zotter A, Egly JM, Cappelen WA, et al.
DNA damage stabilizes interaction of CSB with the transcription elongation
machinery. The Jour of Cell Biol. 2004; 166(1): 27-36

80.Meira CD. Deteccdo molecular de leptospira em amostras de urina de caes
infectados naturalmente. Vet e Zootec. 2011; 18(2): 249-254.

81.Correia L, Loureiro AP, Lilenbaum W. A influéncia da sazonalidade na
manutenc¢ao da leptospirose bovina no Rio de Janeiro, Brasil. Med Vet & Zootec.
2015; p. 90.



51

APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responséaveis: Amane Goncgales, Adriana Cortez, Celso
Pinto, Rafael Agopian, Valéria Castilho Onofrio.

Telefone para contato: (11)21418562

Sua  colaboracéao e importante e necessaria para O
desenvolvimento da pesquisa.

- A pesquisa analisa a ocorréncia de doencas infecciosas em cées atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro (HOVET-UNISA), e
sera realizada através da coleta de sangue e urina do animal;

- Vocé podera solicitar informacdes ou esclarecimentos sobre o andamento
da pesquisa em qualquer momento com o pesquisador responsavel, sendo o
resultado do exame informado por e-mail ou telefone;

- Sendo um participante voluntario, vocé néo terd nenhum pagamento e/ou
despesa referente a sua participacdo no estudo;

Eu, como
voluntéria da pesquisa, afirmo que fui devidamente informada respeito
dos procedimentos a serem realizados para colheita de material
biolégico (sangue e urina) com o animal acima identificado, o qual sou
responsavel e proprietario de seu domicilio, e reconhe¢o ainda a
importancia deste trabalho para o controle das doencas transmissiveis
desta regido, bem como para a saude do animal sob meus cuidados.
Meu nome ndo sera divulgado de forma nenhuma e terei a op¢édo de
retirar meu consentimento a qualquer momento.

Séao Paulo, de de 201

(Assinatura do representante legal (proprietario) do sujeito de pesquisa)

Assinatura do pesquisador



