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RESUMO

Visando conhecer a prevaléncia de aglutininas séricas antileptospiras e avaliar a
condicdo de portador renal de leptospiras foi realizado um inquérito sorolégico para
leptospirose e tentativa de isolamento e PCR em 150 cdes que participaram do
Programa de Controle Populacional Animal da Universidade de Santo Amaro
(PROCOPA) na zona Sul do municipio de S&o Paulo. As colheitas de sangue dos
animais e a aplicacdo de questionarios foram realizadas apés o aceite dos
proprietarios e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. A
prevaléncia da leptospirose canina encontrada foi de 16% de acordo com o teste de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) frente a uma bateria de 24 sorovares da
Leptospira interrogans. Em 41,6% dos animais testados o sorovar Butembo foi o
mais prevalente, seguido do sorovar Pomona estirpe GR6 16,6%. Na avaliacdo da
leptospirtria realizada nas amostras de urina por meio da pesquisa do DNA de
leptospiras pela técnica de PCR e isolamento de leptospiras em meio de cultivo
Fletcher ndo foram obtidos resultados positivos. A partir do presente estudo foi
possivel confirmar que os cées atendidos pelo PROCOPA estavam expostos a

varios sorovares de Leptospira spp. podendo servir de infeccdo para o homem.

Palavras-chave: Leptospirose canina, diagndstico, zoonose, controle populacional



ABSTRACT

Aiming to know the prevalence of serum agglutinins antilepstospires and evaluate the
renal carrier of leptospires was carried out a serological survey, attempt to isolate e
PCR in blood and urine from 150 dogs that participated the Animal Population
Control Program of the University of Santo Amaro (PROCOPA) in the southern zone
of the city of S&o Paulo. The blood collection of the animals and the application of
guestionnaires were carried out after the acceptance of the owners and signature of
the term of the free and informed consent. The prevalence of canine leptospirosis
found was 16% according to the Microscopic Soroagglutination (SAM) compared to a
battery of 24 serovars of Leptospira interrogans. In 41.6% of the tested animals the
serovar Butembo was the most prevalent followed by the serovar Pomona strain
GR6 16.6%. In the evaluation of leptospiruria performed on urine samples by means
of leptospiras DNA research by the PCR technique and isolation of leptospires in the
medium Fletcher's cultivation weren’t obtained positive results. From the present
study it was possible to confirm that the dogs treated by PROCOPA were exposed to
several serovars of Leptospira spp. and may be an infection for man.

Keyword: Canine leptospirosis, diagnosis, zoonosis, population control
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1 INTRODUCAO

1.1Conceituacao

A leptospirose € uma doenca bacteriana amplamente distribuida, causada por
véarias espécies e mais de 200 sorovares de Leptospira spp. patogénicas'?. Essa
doenca acomete o0 homem, os animais domeésticos, selvagens e sinantrépicos e tem
importancia tanto na area de saude publica quanto veterinaria®. A leptospirose é
considerada uma das zoonoses mais difundidas no mundo, considerada um grave
problema de saude publica, principalmente em paises tropicais, pois climas quentes
e estacbes chuvosas favorecem a transmissdo e a manutencdo do agente no

ambiente*?.

Atualmente, a leptospirose esta relacionada a areas urbanas, principalmente
as grandes cidades, aonde a ocorréncia da doenca vem crescendo devido
agravamento das condicbes de vida urbana, caracterizadas pelo crescimento
intenso e desordenado, segregacdo socioecondmica, proliferacdo de roedores,
acumulo de lixo e pelas grandes enchentes, que propiciam um ambiente ideal para
transmissdo da leptospirose. Nestas areas torna-se de extrema importancia a

realizacdo de estudos baseados na vigilancia epidemiolégica®®

Além de ser um problema de salde publica, a leptospirose assume
consideravel importancia econdmica, pois acomete 0s animais de producdo
ocasionando queda na producdo de leite, falhas reprodutivas como infertilidade,
abortamento, natimortalidade, morte neonatal e custos com tratamento veterinario,

esse sendo o Unico prejuizo presente nos cées?.

A doenca possui sinonimias dependendo da espécie que pode acometer.
Quando acomete o homem pode ser conhecida como Doenca de Weil, Doenca dos
porqueiros, Febre dos arrozais, Febre dos canaviais e Febre dos Pantanos. Quando

acomete o cdo de Doenca de Stuttgart e Tifo canino®.

Os animais séo considerados os hospedeiros primarios ou de manutengao,
aos gquais se atribui a persisténcia do ciclo enzodtico da leptospirose. Ja os seres

humanos sdo os hospedeiros terminais e acidentais, mas sem importancia na
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disseminagdo do agente. Quando se trata de risco de infeccdo ao homem a
exposicdo ocupacional € a que representa maior dimenséo, pois resulta do contato
do homem com material ou animal infectado, nesse tipo de exposi¢cdo podemos citar
como grupo de risco garis, agricultores, veterinarios, catadores de lixo, militares,
técnicos de matadouros e bombeiros. Outros tipos de exposicdo que também
oferecem risco a salde humana é a exposicao recreativa, como eventos de esporte
e competicdo em ambientes quentes, como 0s esportes aquaticos, entre eles
canoagem e natacdo. Ha também a exposicéo ligada a atividades do cotidiano que
pode ocorrer em regides de ambiente tropical, como andar descalgco em ambientes

com pouca higiene e jardinagem sem o uso de protecdo adequada™*°.

Como a grande maioria das zoonoses, 0s grupos mais afetados sao o0s
carentes em educacdo e saude, principalmente populacdes de baixa renda que
vivem em condi¢des inadequadas de saneamento basico que acabam expostas a

ambientes contaminados com urina de roedores ou de outros animais infectados**®.

Segundo o Ministério da Saude (MS) nos anos de 2000 a 2015 foram
confirmadas 60.317 casos humanos, sendo a maior ocorréncia nas regides Sul e
Sudeste, com 19.059 e 20.721 casos respectivamente. A cidade de Séo Paulo
apresentou 12.337 casos nesse mesmo periodo*?. De acordo com o Guia de
Vigilancia epidemiolégico™ também do MS, trata-se de uma doenca de alta
letalidade, de 40% nos casos graves.

Um estudo realizado no periodo de 2001 a 2003 pelo MS no Brasil, a partir
dos casos de leptospirose humana, mostrou que em 55% dos casos o provavel local
de infeccéo foi o domicilio, seguido do ambiente de trabalho (32%) e das situacdes
de lazer (13%). Quando considerado apenas o meio rural/silvestre, obteve-se que
54% dos casos ocorreram no ambiente de trabalho, 28% no domicilio e 17% em

situacdes de lazer®.

Em diversas regibes do pais séao realizadas inquéritos sorologicos com a
finalidade de analisar a variacao e distribuicdo dos sorovares de Leptospira spp. nos
animais, mas principalmente nos cées, ja que eles compartilham e servem como
reservatorio de sorovares capazes de infectar e levar a doengca no homem, como

Icterohaemorrhagiae, Canicola e Copenhageni’®. Observa-se na Tabela 1,
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prevaléncias para leptospirose e 0s sorovares mais encontrados em diversos

inquéritos soroldgicos realizados no Brasil.

Tabela 1- Inquéritos soroldgicos realizados no Brasil, no decorrer dos anos de
2005 a 2015 com os sorovares mais frequentes em caes

o . Sorovares mais
N°de Prevaléncia

Localidade Referéncia
Amostras frequentes

Curitiba- PR Tesserolli™* 399 28,57% Copenhageni
Canicola
Icterohaemorrhagiae
Botucatu- SP Modolo et al.”® 775 15,3% Canicola
Pyrogenes
Autumnalis
Parelheiros- SP Sarmento et al. *° 90 6,6% Canicola
Icterohaemorrhagiae
Pyrogenes
Londrina- PR Benitez, et al. *’ 33 21,21% Canicola
Pyrogenes
Castellonis
Umuarama- PR Dreer et al.*® 175 20% Canicola
Bratislava
Tarassovi
Belém e Castanhal- PA  Pazetal. * 311 17,5% Canicola
Patoc
Icterohaemorrhagiae

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.2Etiologia

A leptospirose € causada por bactérias do género Leptospira, género
pertencente a familia Leptospiraceae e a ordem Spirochaetales, que inclui também
0S géneros Borrelia e Treponema, agentes causadores da doenca de Lyme e da
Sifilis, respectivamente?>. S&o espiroquetas helicoidais, finas, longas com
aproximadamente 10 a 20 mm de comprimento, possuem ganchos e dois flagelos
um em cada extremidade. Estes garantem sua mobilidade tanto em ambiente
aguoso quanto gelatinoso e facilitam sua penetragdo no tecido dos animais®®. As
estruturas de superficie das leptospiras compartilham caracteristicas tanto de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas®’. Sua membrana externa é composta
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de lipopolissacarideos (LPS) porcdes de proteinas, lipideos e diversos antigenos.
N&o sdo visualizadas a luz direta, mas podem ser visualizadas por microscopia de

campo escuro ou contraste de fase e em microscépio éptico se coradas pela prata®®.

Figura 1- Microscopia eletrdnica mostrando a morfologia espiralada e

terminagdo em formato de gancho da Leptospira interrogans.

Fonte: Musso & Lascola %

Atualmente, ha dois tipos de classificacdo taxonémica para o género
Leptospira, um baseado em determinantes antigénicos a partir de reacdes de
aglutinacdo, que resulta na determinacdo de diferentes sorovares 0s quais Sao
distinguidos pela heterogeneidade estrutural dos carboidratos do LPS e outro
baseado em determinantes genéticos a partir de analises de sequenciamento do

gene 16S, que resulta em diferentes espécies gendmicas®.

Segundo suas caracteristicas genotipicas, até o momento, foram
determinadas 21 genomoespécies de leptospiras distribuidas entre patogénicas
intermediarias e saprofitas: L. alexanderi, L. alstonii, L. biflexa, L. borgpetersenii, L.
broomii, L. fainei, L. idonii, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. kmetyi, L.
licerasiae, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai, L. terpstrae, L. vanthielii, L. weilii, L.

wolbachii, L. wolffii, L. yanagawae, Turneriella parva e Leptonema illini®.

Segundo a classificacdo sorolégica a espécie causadora da doenca é a

Leptospira interrogans, que compreende todas as estirpes patogénicas tanto para o
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homem quanto para os animais. Esta classificagdo possui cerca de 200 sorovares e
cada espécie de animal pode ser reservatério ou hospedeiro de manutengcdo de um

ou mais sorovares?*%2>2,

No meio urbano, o principal reservatério da leptospirose sdo os roedores
sinantrépicos Rattus novergicus, Rattus rattus e Mus muscullus (rato de esgoto, rato
de telhado e camundongo, respectivamente)'. Os cdes, apés os roedores, Sdo0
considerados a principal fonte de infec¢do para os seres humanos devido ao estreito
contato com os mesmos e pela possibilidade de eliminarem leptospiras vivas através

da urina durante meses, mesmo na auséncia de manifestacées clinicas® (Tabela 2).

Tabela 2- Relacdo entre sorovares de leptospiras e o0s hospedeiros de

manutencdo mais frequentes

Sorovares Reservatorio
Bratislava Rato, porco e cavalo
Autumnalis Rato

Icterohaemorrhagiae Rato

Pomona Vaca, porco, gamba
Canicola Céo

Batavia Cao, rato

Hardjo Vaca, ovinos

Australis Rato

Zanoni Rato

Grippotyphosa Ratazana, guaxinim, gamba
Copenhageni Rato

Wolffi Morcegos

Fonte: Adaptada de Greene et al.*®.

As bactérias do género Leptospira spp. sdo aerdbias, exigentes quanto as
concentracbes atmosféricas de oxigénio e diéxido de carbono. Sua temperatura

Otima de crescimento é entre 28 a 30°C e o pH em torno de 7,2 a 7,4. No ambiente,
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podem sobreviver em terrenos umidos, corregos, lagos, pantanos e estdbulos por
até seis meses. S0 sensiveis a ambientes secos, temperaturas baixas ou altas,

dessecacéo e pH acido®?"?>%,

1.3 Patogenia

De acordo com Faine? os mecanismos de patogenia sdo semelhantes entre
0S suscetiveis, sejam eles animais de qualquer espécie, inclusive 0 homem. Estes
mecanismos baseiam-se em conseguir penetrar, sobreviver as barreiras de defesa
do hospedeiro, se multiplicar, produzir toxinas, ativar a resposta imune do
hospedeiro para que assim ndo ocorra doenga em uma reinfeccdo pelo mesmo

sorovar.

Figura 2- Ciclo de transmisséo.

Animais infectados Animais suscetiveis

(Cédo, roedor,
—

suinos e bovinos).

Solo contaminado 3
(suinos, roedores,

com urina com o q
cdes e bovinos).

leptaspiras

Fonte: Adaptado de Acha & Szyfres®.

A habilidade de causar doenca esta relacionada as condi¢des de viruléncia do
agente, ao sorovar infectante e a capacidade de conseguir ultrapassar as barreiras
de defesa do hospedeiro?®® (Figura 3).



Figura 3- Cronologia da infeccao por Leptospira spp.
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Ao entrar em contato com o hospedeiro a bactéria penetra de forma ativa

através das mucosas, ocular, digestiva, respiratoria e genital, pele lesionada ou

integra, em situagces onde os poros possam estar dilatados, como quando imersos

em agua’. Apds a penetracdo e um periodo de incubacéo de quatro a dez dias, a

bactéria se multiplica no sangue, linfa e liquor, caracterizando a primeira fase

(leptospiremia), que dura em torno de sete dias, podendo causar um quadro de

septicemia aguda. As primeiras lesdes sao causadas pela mecanica do agente em
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células endoteliais dos vasos sanguineos. A consequéncia direta destas lesdes sédo
as hemorragias, seguidas da formacéo de trombos e coagulacao intravascular. As
manifestacdes clinicas irdo depender dos 6rgdos que serdo afetados e da extensao

das lestes®?3,

Caso o mecanismo de defesa do hospedeiro permita que a bactéria resista a
primeira fase de infeccdo, o hospedeiro chegara a segunda fase clinica que é
caracterizada pela atividade imunoldgica e leptospirdria devido a colonizacdo dos
tubulos proximais renais. As leptospiras podem persistir nos rins e serem eliminadas

na urina por semanas ou meses, de forma intermitente®2° %33,

De acordo com Adler & Monteczuma?’ as primeiras lesées ocorrem no figado
e nos tubulos renais, levando a necrose por isquemia e insuficiéncia desses 6rgaos
e, na maioria dos casos, levam a hemorragias por deficiéncia de plaquetas e
ictericia.

De acordo com Monahan et al.'°

as alteracOes renais dependem do tipo de
hospedeiro, se é hospedeiro de manutencao ou hospedeiro acidental. No hospedeiro
acidental a doenca geralmente é mais grave e de curso agudo, enquanto no

hospedeiro mantenedor ela é menos severa e com curso crénico.

A transmissdo ocorre de animal para animal e do animal para 0 homem
(antropozoonose) e pode ser de forma direta através de sangue, urina, tecidos e
orgdos infectados ou de forma indireta através do ambiente contaminado com urina

de animais infectados®.

1.4 Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas da leptospirose podem ser caracteristicas e

sugestivas, mas ndo sao patognomonicas e diferem no o cao e o homem.



21

1.4.1 Leptospirose Humana

No homem os sinais clinicos, de acordo com Levett’ e Brasil'' sdo

caracterizados por duas formas de apresentagao:

- Anictérica: normalmente com apresentacdo clinica ou subclinica.
Inicialmente, esta forma apresenta-se como uma doenca febril subita, com sintomas
inespecificos, como dor de cabeca, mialgia, dor abdominal, hiperemia conjuntival e
exantema cutaneo. A febre pode ter carater intermitente com resolucdo em trés a
quatro dias. Essa forma de apresentacdo pode durar até uma semana e possui
baixa mortalidade.

- Ictérica: essa apresentacao possui carater mais grave e com progressao
rapida. A ictericia aparece em trés a sete dias ap6s o inicio dos sintomas
caracterizando a sindrome de Weil. Nesta forma diversos 6rgdos podem ser
acometidos, mas geralmente ocasiona insuficiéncia renal aguda, necrose

hepatocelular, trombocitopenia e coagulagao intravascular disseminada.

Outro 6rgdo que tem mostrado importancia na manifestacdo da doenca é o
pulmdo, que pode levar a tosse, dispneia, hemoptise, sindrome de estresse
respiratorio agudo e a sindrome pulmonar hemorragica da leptospirose (SPHL).

Nesta apresentacao clinica, a mortalidade é elevada.

1.4.2 Leptospirose Canina

A intensidade e severidade da doenca pode variar de acordo com o estado de
vacinagdo do cdo, idade, viruléncia do sorovar, grau de exposicdo a doenca e
resposta imune do hospedeiro. Alguns animais podem desenvolver os sinais clinicos
mais graves da doenca que podem levar a Obito. Enquanto outros podem debelar a

infeccdo sem ao menos demonstrar os sintomas da doenca’.
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Os sinais clinicos mais comuns entre os animais sédo: febre acima de
40°C, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepéatica, uveite, hemorragia pulmonar,
hemoglobindria, diarreia, émese, mal estar, anorexia, depressdo, mucosas palidas

ou ictéricas e hiperemia conjuntival*>*%°,

A infeccdo pelo sorovar Icterohaemorrhagiae causador da forma
hepatonefritica ou Doenga hemorragica aguda de evolugdo rapida (24 a 48 horas).
Estas formas s@o geralmente fatais devido a insuficiéncia hepética e renal severa,
caracterizadas por ictericia e uremia, respectivamente. O c&o pode apresentar
anuria, oligaria ou polidria, dependendo do grau de comprometimento renal. A
evolucdo aguda é mais comum em animais jovens e a ictericia nem sempre é

observada®®?.

O sorovar Canicola conhecido por causar a forma nefritica, que se caracteriza
por um maior comprometimento renal, ocasionando uremia e suas consequéncias,
como gastrite, Ulceras na cavidade oral e alteracdes gastroentéricas. Este sorovar,
geralmente ndo causa a forma ictérica e em alguns casos a infeccdo pode ser
inaparente. No entanto, devido a eliminacdo da bactéria por longos periodos e de

forma crénica pode levar a uma faléncia renal com o passar dos anos®*,

Quanto ao progndstico, Faine? relata que a maioria dos pacientes é capaz de
se recuperar entre duas a seis semanas desde que nao esteja acometido pela forma
ictérica. Para Megid et al.*® existem alguns fatores que podem piorar o prognéstico
como idade avancada dos animais, acometimento pulmonar e insuficiéncia renal

com oliguria.

15 Diagnostico

Os exames laboratoriais possuem extrema importancia, pois nenhuma
manifestacéo clinica & especifica da leptospirose, o que torna dificil o diagnostico
clinico. Portanto, o diagnéstico da leptospirose apoia-se fundamentalmente nos

resultados obtidos em exames laboratoriais realizados por meio da pesquisa do
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agente etiolégico na amostra ou de anticorpos humorais induzidos pelo mesmo®” %

27,11

Para realizacdo de exames podem ser coletadas amostras de sangue, urina,

liquido cefalorraquidiano ou de tecidos durante a necropsia®??,

Exames laboratoriais de rotina, hematoldgicos, bioquimicos e de urina sao
inespecificos, mas podem apresentar alteracbes sugestivas da doenca. Nestes
exames, pode-se encontrar leucocitose, neurofilia, monocitose, uremia e alteracdes

em enzimas hepéticas®.

1.5.1 Métodos diretos

Os métodos diretos sdo capazes de demonstrar as leptospiras ou seu
material genético em amostras de sangue, urina, liquor e tecidos. As amostras de
sangue e urina devem ser coletadas durante as fases de leptospiremia ou de
leptospiruria, respectivamente. Os métodos mais utilizados s8o as técnicas de
cultivo, inoculacdo em animais de laboratorio, técnicas moleculares e técnicas de
visualizacdo das leptospiras em exame a fresco, através do microscopio de campo
escuro, técnicas de coloracdo pela prata ou, ainda imunofluorescéncia direta. As
técnicas de visualizacdo do agente etioldgico sdo especificas, porém pouco

sensiveis*’ 40,

Segundo Faine?, para se obter um resultado confiavel no exame a fresco é
necessario que as amostras sanguineas sejam coletadas durante a primeira semana
de infeccéo até no maximo dez dias. Apesar de ser um exame rapido, devido a sua
baixa sensibilidade os resultados podem n&do ser verdadeiros, se coletado

tardiamente.
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1511 PCR

Dentre os exames diretos e especificos além dos citados acima, h4 a técnica
de PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase) que detecta o DNA do agente

etiolégico na amostra™”.

O uso da PCR vem crescendo para o diagnostico da leptospirose em diversas
espécies de animais e também no homem, devido sua precisdo, rapidez, alta
especificidade e sensibilidade. Esta técnica detecta e amplifica o DNA da Leptospira
spp. desde o inicio da doenca e antes mesmo dos anticorpos serem detectados no
soro®®#2 O fato desse método ser incapaz de identificar o sorovar infectante nao
influencia no diagnéstico e tratamento da doenca, uma vez que a identificacdo do

7

sorovar ndo é importante no tratamento, mas para o conhecimento da cadeia

epidemiolégica da doenca e para a formulacdo de vacinas™*%.

Mérien et al.?°, demonstrou que a PCR é capaz de diagnosticar a leptospirose
em pacientes que ja haviam iniciado o tratamento. Dentre as limitacGes para que a
PCR seja realizada como rotina estdo os altos custos dos equipamentos e

reagentes, além da méo de obra especializada®.

151.2 Cultura

Para o cultivo e crescimento das leptospiras sdo necessarios utilizar meios de
cultura especificos como o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH),
Korthof, Stuart, Fletcher, adicionados substancias que prolongam a sobrevivéncia
das leptospiras e evitam o crescimento de micro-organismos contaminantes. Os
cultivos devem ser incubados a uma temperatura entre 28 e 30°C e examinados
semanalmente por microscopia de campo escuro durante pelo menos seis semanas
para confirmacdo do diagnéstico®®**. Mesmo sendo uma técnica de diagnéstico
confirmatdria, ndo é usada na rotina, por se tratar de um teste com um longo periodo

de incubacao (de trés a seis semanas), de alto custo e risco aos manipuladores*#2.
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1.5.1.3 Inoculagdo em animais de laboratorio

Amostras de sangue, urina ou tecidos de animais ou humanos com suspeita
da doenca sado inoculadas por via intraperitoneal em animais de laboratério
suscetiveis ao agente como os hamsters (Mesocricetus auratus) e cobaias (Cavia
porcellus). Apds inoculagcdo observa-se o aparecimento das manifestagfes clinicas
como ictericia, hemorragias, hematuria e/ou o o6bito dos animais devido a alta
suscetibilidade destas espécies a bactéria. As leptospiras podem ser encontradas
apos trés dias nos fluidos e os animais sobreviventes podem se tornar portadores?.
Este método é mais utilizado para a manutencdo de estirpes de leptospiras em

laboratorios.

1.5.2 Exames indiretos - Testes soroldgicos

Os exames indiretos buscam detectar anticorpos antileptospiras produzidos
pelo hospedeiro devido a resposta a infeccdo pela bactéria. Os métodos indiretos
podem ser utilizados tanto em animais quanto em humanos, pois sao capazes de
detectar anticorpos da classe IgM que aparecem dentro de trés a dez dias, nos
casos de infeccdo recente? e anticorpos especificos IgG a partir de cinco a sete dias

apo6s inicio das manifestacdes clinicas®.

Existem varios métodos indiretos utilizados no diagnostico da leptospirose
entre eles podemos citar os de aglutinacdo como a soroaglutinagdo macroscopica,
soroaglutinacdo microscopica (SAM), hemaglutinacdo e a aglutinacdo em latex e os
testes de fixacdo de complemento, ensaio imunoenzimatico (ELISA), reacdo de
contra-imunoeletroforese, reacdo de imunofluorescéncia, e radioimunoensaio.
Porém, entre os acima citados, a técnica de SAM €& o teste de referéncia

recomendado pela Organizacédo Mundial de Saude®.
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1521 Reacdo de Soroaglutinacdo Microscépica — SAM

Para o diagnéstico da leptospirose, a Organizacdo Mundial de Satde (WHO)®
recomenda o exame de SAM, considerado teste de referéncia tanto para o
diagnostico humano quanto animal, no entanto é um procedimento trabalhoso,
restrito a alguns laboratérios especializados. Na técnica de SAM o sinal observado é
a aglutinacao pela presenca de aglutininas antileptospiras no soro teste frente a uma
colecao de antigenos vivos que devem conter pelo menos um sorovar representante

de cada sorogrupo além de estirpes isoladas na regido.

As principais desvantagens da técnica sdo a manutencao das estirpes, risco
no manuseio das mesmas e a interpretacdo dos resultados, pois podem ocorrer
reacoes obtidas para diferentes sorovares em uma mesma amostra. Estas reacfes
multiplas devem ser interpretadas como coaglutinacées, sendo uma condicao
relativamente frequente entre sorovares pertencentes a um mesmo SOrogrupo ou,
até mesmo com membros de sorogrupos distintos que possuem grande semelhanca
antigénica. Por outro lado, titulos baixos podem ser indicativos de uma fase
adiantada da doenca, onde o animal pode se encontrar em imunossupressao ou ja

ter iniciado a antibioticoterapia®?®,

Segundo Faine? para a correta interpretacéo dos resultados na sorologia deve
ser considerada a situacdo epidemiologica da regido. Em areas ndo endémicas
titulos de 100 ou 400 podem ser considerados sororreagentes, entretanto, em areas
endémicas, um titulo de 50 associados a uma clinica compativel, indica a
leptospirose. Nos casos individuais o ideal é a realizacédo de sorologia pareada com
intervalo de quinze dias para os animais sem historico de vacinacdo de modo a
permitir a caracterizacdo da conversdo sorolégica. O aumento de quatro vezes o
titulo anterior ou viragem de negativo para positivo indica contato recente, ou seja,
infeccdo ativa, ndo sendo necessario quando a titulacdo da primeira amostra for

maior ou igual a 800.



1.5.3 Diagnostico diferencial

Por possuir

sintomas
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inespecificos em algumas fases da doenca,

principalmente na forma anictérica, a leptospirose tem como diagnoéstico diferencial,

em humanos a gripe, dengue, hantaviroses, infeccées de vias aéreas superiores e

inferiores, pielonefrite aguda, toxoplasmose, meningites e febres hemorragicas. A

forma ictérica pode ser diferenciada de hepatites, febre amarela, malaria, colangite e

septicemias®. Para os caes, os diferenciais estdo entre as intoxicacées, babesiose,

ehrliquiose, anemia hemolitica autoimune e neoplasias hepaticas>®.

Tabela 3- Coleta e conservacdo de materiais para diagnostico da leptospirose

humana
Ti Ti . . -
. pq dg Po Qe Periodo da coleta Recipiente Conservagéo
diagnostico Material
Isolamento Sangue Até o 7° dia (fase Meio de cultura  Estufa a 28°C ou

Macroaglutinacdo Soro

Microaglutinacdo  Soro

ELISA - IgM

Soro (sem
hemodlise)

aguda)

1 2 coleta no primeiro
atendimento, se colhido
antes do 7° dia do inicio
dos sintomas. 2 @
amostra apés passado
esse periodo.

12 amostra no primeiro
atendimento; 22 amostra
2 ou 3 semanas apo6s

Apos o 7° dia de inicio
dos sintomas

Fletcher ou
EMJH

Tubo sem
anticoagulante

Tubo sem
anticoagulante

Tubo sem
anticoagulante

temperatura
ambiente

Congelado (-20°C)

Congelado(-20°C)

Congelado(-20°C)

Fonte: Adaptado de Guia de Vigilancia Epidemiolégica *.
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1.6 Tratamento

A terapia de suporte depende da gravidade das manifestacdes clinicas, pois o
animal pode apresentar insuficiéncia renal ou hepatica. Animais em estado grave

podem entrar em estado de choque devido a desidratacao severa.

Greene et al.?®

recomenda a fluidoterapia para reposicao hidreletrolitica, em
animais com diarreia e vomitos, alimentacdo enteral ou parenteral, nos que estdo em
anorexia. Recomenda-se também o uso de antieméticos, avaliacdo do débito
urinério, assisténcia cardiorrespiratéria e transfusdo de sangue. Todas essas
medidas sdo paliativas, sendo necessaria a administracdo de antibiéticos para

eliminar a febre, a leptospiremia e a leptospiraria®’.

A antibioticoterapia deve ser realizada de acordo com a fase da doenca na
qual o cdo se encontra. Na fase aguda devem ser utilizados apenas antibiéticos
capazes de eliminar a leptospiremia como a Ampicilina, Penicilina G, Ampicilina
associada a Enrofloxacina, Amoxicilina associada ao Acido Clavulanico para n&o
comprometer as possiveis lesfes renais. A administragdo parenteral deve ser
realizada nos quadros de vomitos. Apds duas semanas usa-se Doxiciclina para
eliminar a leptospirdria e assim, a possibilidade deste animal se tornar um portador

renal.

Tabela 4- Antibiéticos usados no tratamento da leptospirose, dose, via de

administracao, intervalo e periodo

Antibiético Dose Via Intervalo (Horas) Duracdo (Semanas)
Penicilina G 25,999-40,000 U/ kg IN, SC, IV 12 3
Ampicilina 22mg/ kg SC/ IV 6-8 3

20-40mg/kg PO 8 3

Amoxicilina 10-20mg/kg PO 8-12 3
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Doxiciclina 5mg/kg PO, IV 12 3
Tetraciclinas 22 mg/kg PO 8 3
Azitromicina 5-10 mg/kg PO 24 3

Fonte: Adaptado de Greene et al*°.

As cefalosporinas de terceira geracdo como Ceftriaxona, Cefotaxima e
Quinolonas também tem se mostrado efetivas para o tratamento da leptospirose. A
penicilina possui efeitos benéficos, capaz de reduzir a mortalidade e a duracédo da

doenca em casos severos®.

Apébs o inicio do tratamento com penicilinas uma reacdo chamada Jarisch-
Herxheimer pode ocorrer®. Esta consiste em alteracées fisiolégicas como aumento
de temperatura, vasodilatacdo e hipotensdo. Sua patogénese nao estd bem
elucidada, mas sabe-se que ocorre ap6s liberacéo de toxinas*, apesar desta reacdo

a antibioticoterapia deve ser iniciada.

1.7 Controle e Profilaxia

A prevencdo da leptospirose estad relacionada diretamente a medidas
sanitarias que vao desde controle de roedores, limpeza do ambiente, destino
adequado de esgotos, emprego de técnicas de drenagem e de canalizacdo dos
cursos de agua para eliminar o excesso de agua livre, devendo-se restringir o
acesso de cdes ou pessoas ao ambiente externo em épocas de alto indice

pluviométrico, em locais predispostos a enchentes?®.

A aplicacdo de vacinas antileptospiras constitui um dos mais importantes
meios de controle da leptospirose em animais. Porém, ressalta-se que somente a
vacinacdo ndo é capaz de proteger os animais e que para o controle da doenca
devem ser aplicadas todas as medidas preventivas em conjunto. Estas medidas

incluem a identificacdo das fontes de infeccdo, medidas voltadas as vias de
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transmissdo como saneamento do meio, adequada armazenagem de alimentos e
desinfeccdo das instalacbes e equipamentos e, a imunizacdo sistematica dos

suscetiveis®?,

Quanto as fontes de infeccéo € necessario identificacdo dos animais doentes
e portadores, efetuada por meio de exames laboratoriais, o tratamento de animais
infectados por meio do uso de antibidticos e combate aos reservatérios

sinantrépicos®’.

7

Outra forma de prevencdo € o controle populacional de céaes, pois o
crescimento desta populagdo aumenta o risco de transmissdo de zoonoses como a
leptospirose. Os cées considerados errantes ou a posse ndo responsavel dos
mesmos aumenta o risco de infeccdo em 3,59 vezes, pelo fato destes animais nao
serem vacinados contra leptospirose, por formarem bandos quando as fémeas se
encontram no cio e pelo habito de revirar lixos que podem estar contaminados com a

urina de roedores ou animais infectados®®.

Segundo Greene et al.?

a prevencao baseia-se na eliminacao do estado de
portador, reducdo dos animais reservatorios e sua proximidade com o ambiente
humano, além da reducdo de ambientes propicios para a vida dos roedores. Em

humanos é utilizado a Doxiciclina em doses baixas em areas endémicas.

1.7.1 Imunizacao

A imunidade conferida pelas vacinas nos animais é basicamente humoral®’.
Nos cées, pode ser realizada a vacinagdo com as bacterinas, bactérias inativadas
por tratamento térmico ou quimico, portanto ndo oferecem risco ao animal e ao
aplicador. Nestas vacinas devem estar presentes 0s sorovares mais prevalentes
para a espécie que sera imunizada, pois a maioria dos sorovares nao produz
imunidade cruzada e, desta forma, o sorovar presente na vacina estimula a
producdo de anticorpos apenas para o sorovar homoélogo ou para aqueles sorovares

similares antigenicamente. Para suinos, bovinos e equinos 0s sorovares mais
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utilizados em vacinas sao Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Hardjo,
Pomona, Autumnalis e Bratislava. Os sorovares mais utilizados em vacinas para
cdes no mundo sdo o Canicola e Icterohaemorrhagiae®®. Devido a variedade de
sorovares, as vacinas devem ser compostas com 0s sorovares prevalentes em cada
regido especifica, pois quanto maior o numero de antigenos maiores os riscos de

reacbes de hipersensibilidade?®.

As vacinas induzem protecdo contra a doenca clinica, mas nem sempre

protegem contra o estado de portador renal®

. S&o indicadas a todos os animais que
correm risco de exposicdo, que vivem em areas que com risco de inundacoes,
alagamentos, ambientes com superpopulacdo de caes errantes ou que tenham
contato com animais selvagens®. Atualmente, no Brasil, ndo existe vacina licenciada

para a leptospirose humana®*’.

1.7.2 Educacdo em saude

E necessario realizar a educacdo em saude da populacdo utilizando
informacdes simples e de facil entendimento que abordem as formas de
transmisséo, manifestacées clinicas, prevencéo e gravidade da doenca*, bem como
informacdes sobre a posse responsavel dos animais*®. Este conhecimento ndo deve
ser disponibilizado apenas a populacdo, mas também aos profissionais de saude
como médicos, veterinarios, profissionais que tenham contato com a vida selvagem,
cientistas entre outros profissionais envolvidos na saude publica. Estes profissionais
devem saber a situacdo da doenca, se ocorrem surtos ou se € endémica na regido
onde trabalham, sendo imprescindivel que o profissional de uma area endémica, ou
gue possua os fatores de risco, saiba reconhecer as manifestacdes clinicas e os
testes diagndsticos que mais se aplicam em cada situacdo para entrar com o

suporte necessario 0 mais rapido possivel®®.
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1.8 JUSTIFICATIVA

Desde 2009 existe no Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro,
um Programa de Controle Populacional Animal (PROCOPA) que visa contribuir com
o controle populacional de cées e gatos nas comunidades adjacentes ao Campus |.
Estas areas (Figura 4) apresentam caracteristicas ecologicas favoraveis, onde é
observado o compartilhamento do ambiente por diversas espécies animais, 0 que
pode promover a associacdo e adaptacdo de agentes etiologicos a novos
hospedeiros, entre os quais a Leptospira spp. Caracteristicas como a interacédo de
aglomerados urbanos com uma grande quantidade de areas verdes, remanescentes
da Mata Atlantica, de manancial, representada pelas represas de Guarapiranga e
Billings, propiciam o contato da populacdo humana e de animais domésticos com 0s
animais silvestres. Por isso, a avaliacdo da situacao da leptospirose por meio de um
levantamento soro epidemiolégico da leptospirose canina nesta regido sera de
extrema relevancia para o conhecimento da cadeia epidemiolégica da doenca e
essencial para o planejamento de acdes de prevencao desta zoonose e de outras

acOes em saude publica.
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Figura 4- Representacdo dos setores censitérios, tipificados em urbanos
(comuns e subnormais) rurais e especiais e a proximidade com o
Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro, Sdo Paulo —
2016.

Tipos de setor
- Urbano comum
P urbano subnormal
- Rural

Especial

Hospital Veterinirio
d» UNISA

Fonte: Adaptado de IBGE™".
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2 OBJETIVO

2.1. Objetivo Principal

Tendo em vista a importancia da leptospirose canina na saude publica, o
objetivo deste projeto foi o de utilizar o cdo atendido pela campanha de esterilizacéo
cirirgica do Hospital Veterinario da Universidade de Santo Amaro como evento
sentinela para avaliar a situagdo da leptospirose na zona Sul do municipio de Sao

Paulo.

2.2. Objetivos Secundarios

- Investigar por meio de inquérito soro epidemiol6gico a ocorréncia de leptospirose
na populacdo canina atendida pelo PROCOPA.

- Identificar os sorovares de Leptospiras spp. mais frequentes na populacdo canina
atendida pelo PROCOPA.

- 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 composi¢cdo 0S sorovares mais prevalentes

no pais para a espécie em questéo.

- Avaliar a condicao de portador renal de leptospiras por meio das técnicas de PCR

e isolamento em amostras de urina dos cées atendidos pelo programa.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados neste estudo foram autorizados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNISA conforme o parecer n® 50/2015.

3.1 Areado estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Universidade

de Santo Amaro, localizado na zona Sul do municipio de S&o Paulo, SP.

3.2 Populacao alvo

O estudo foi realizado com os caes atendidos pelo Programa de Controle

Populacional Animal (PROCOPA) da Universidade de Santo Amaro.

3.3 Colheita das amostras

As amostras de sangue de 150 caes foram colhidas para a realizacdo da
prova de SAM, de modo asséptico por venopuncao da jugular, por meio de seringas
de 3mL e agulhas pretas (0,7 x 30), e em seguida foram acondicionadas em tubos
estéreis de 5mL. As amostras de sangue foram mantidas em temperatura ambiente
e posteriormente centrifugadas para a obtencdo do soro que foi aliquotado em
eppendorfs e posteriormente armazenado a 20°C negativos até o0 momento da

realizagdo do sorodiagnostico para leptospirose. A analise dessas amostras foi
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realizada no Laboratorio de Zoonoses Bacterianas, do Departamento de Medicina

Veterinaria Preventiva da USP.

Foram coletadas 49 amostras de urina somente das fémeas, de forma a ndo
prejudicar o fluxograma do PROCOPA, por meio de compressao manual da bexiga.
A urina foi coletada diretamente da vulva das cadelas em tubos Falcon estéreis.
Neles, uma quantidade de aproximadamente 500 microlitros de urina foi diluida em
4,5mL de Solugcdo Salina de Sorensen. Ap6s a diluicdo, essas amostras foram
inoculadas em meio Fletcher e incubadas a 28°C. Estas permaneceram incubadas
por um periodo de aproximadamente seis semanas, e levadas ao Laboratério de
Zoonoses Bacterianas/ USP para confirmacdo do resultado para observacdo no

microscopio de campo escuro.

Na ocasido da colheita, pés-autorizacdo mediante assinatura do responsavel
pelo animal (Apéndice A) foi aplicado um questionario epidemioldgico, onde foram
abordadas questdes relacionadas a leptospirose como presenca de roedores,
contato com areas alagadas e ocorréncia de enchentes, contato com outros animais,

acesso a rua e variaveis relacionadas a caracteristicas individuais dos animais,

como raga, sexo, idade e vacinacao (Apéndice B).

As amostras de soro foram submetidas a prova de SAM®?°*?2 tilizando-se
uma colecdo de 24 sorovares de leptospiras (Quadro 1). As culturas vivas das
leptospiras foram mantidas em meio liquido de EMJH modificado®, com quatro a
guatorze dias de crescimento e uma densidade aproximada de 100 a 200 micro-
organismos por campo microscépico, com aumento de 400 vezes. Os soros foram
diluidos a 1:50 em solu¢do salina tamponada de Sorensen e a reacgao foi efetuada
em microplacas de poliestireno com 96 pocos, com 50 pyL de antigeno, a diluicao

final da mistura soro/antigeno 1:100, sendo este o ponto de corte da reacao.

Os soros reagentes na triagem foram novamente testados para a
determinacdo do titulo final de aglutininas antileptospiras, efetuando-se diluicdes
seriadas em escala geométrica de razdo dois em solucdo salina tamponada de
Sorensen e acrescidas de 50 pyL do antigeno que reagiu no teste de triagem. As
placas foram incubadas em estufa a 28-30°C por trés horas e as leituras realizadas
em microscopio de campo escuro, no aumento de 100 vezes, observando-se a

formacéo de aglutinagdo. O sorovar mais provavel foi o que apresentou maior titulo.
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Quando um animal apresentou titulo mais elevado idéntico para dois ou mais

sorovares 0 mesmo foi descartado desta analise®®.

A técnica de Isolamento de leptospiras para o controle de infec¢do renal em
meio de cultivo de Fletcher foi realizada no Laboratorio 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 uym a fim de promover a redugcdao de bactérias
contaminantes presentes na urina. Quinhentos microlitros por diluicdo foram
semeados em tubos com tampa de baquelite contendo 4,5 mL de meio semissolido
de Fletcher sem antibiético, dois tubos por diluicéo, os quais foram incubados em
estufa a 28-30°C por seis semanas, com observacdes semanais>® para a verificacdo
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.

Para a amplificacdo do DNA bacteriano das amostras de urina foram
utilizados dois pares de primers descritos por Mérien et al®>’, Lepl
(5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’) e Lep2 (5-TCCCCCCATTGAGCAAGATT-3)
gue amplificam uma regido de 330pb do gene 16S rDNA.



38

Quadro 1- Relacdo dos sorovares de leptospiras utilizadas como antigenos
na reacdo de Soroaglutinacdo Microscopica aplicada ao
diagnostico de leptospirose, Sédo Paulo - 2016

Espécie Sorogrupo Sorovar Estirpe

Australis Ballico
Australis
Bratislava Jez Bratislava
Autumnalis Akiyami A
Autumnalis
Butembo Butembo
L. interrogans
Ballum Castellonis Castellon 3
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utretch IV
Celledoni Whitcombi Whitcombi
Cynopteri Cynopteri 3522C
L. kirschneri
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskova V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Copenhageni M-20
Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae RGA

Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Pamana Pamana CZ 214K
Pomona Pomona
L.interrogans Pomona
Pomona GR6
Hardjo Hardjoprajitno
Sejroe
Wolffi 3705
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Shermani Shermani LT 821
Tarassovi Tarassovi Perepelicin
Andamana Andamana CH11
L. biflexa
Seramanga Patoc Patoc - 1
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4 RESULTADOS

Das 150 amostras de soro canina analisadas, 24 (16%) foram sororreagentes
pela técnica de SAM aplicada ao diagnostico da leptospirose, para qualquer sorovar
doa 24 testados com titulos variando de 100 a 6.400. Durante a prova de SAM,
ocorreram casos de coaglutinacdo, ou seja, mais de uma variante soroldgica
apresentou titulagcbes empatadas para uma mesma amostra de soro, o que pode ser
indicativo de reacgao cruzada.

Das 24 amostras sororreagentes, 5 (20,8%) apresentaram coaglutinacdes
com titulos maximos idénticos e estes foram descartados, pois ndo foi possivel
determinar o sorovar mais provavel. Ocorreram coaglutinagcdes com Canicola e
Cynopteri (1:800); Copenhageni e Pomona de referéncia (1:800); Butembo, Pomona
de referéncia e Pomona (GR6) estirpe autoctone (1:200); Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae (1:1.600); Pomona de referéncia e Pomona (GRG6) estirpe
autoctone (1:200).

Das 150 amostras examinadas, descontando as reacfes de coaglutinacéo,
foram aproveitadas 19 amostras, as quais identificaram o sorovar Butembo como
mais provavel em 10 amostras (41,6%), seguidos pelos sorovares Pomona 4
(16,6%), Icterohaemorrhagiae e Copenhageni empatados com 2 (8,33%) e
Grippotyphosa com 1 (4,16%). Os sorovares detectados, com suas respectivas

titulacdes sao apresentados na Tabela 5.

A distribuicdo do numero de cées e a soropositividade para a leptospirose,
segundo as variaveis estudadas no levantamento feito com base no questionario

epidemiolodgico aplicado ao responsavel pelo cdo séo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 5- Resultado de amostra de soro de cdes submetidos a prova de
soroaglutinacdo microscoOpica para leptospirose, segundo sorovar
mais prevalente, sem a presenca de coaglutinacdes na titulacéo

maxima, Sao Paulo, 2016.

SOROVAR Titulo de Anticorpos N° de
100 200 400 800 1600 6400 amostras %
reagentes

Butembo 1 3 3 2 1 - 10 41,6

Grippotyphosa - 1 - - - - 1 4,16

Copenhageni 1 - - - - 1 2 8,33

Icterohaemorrhagiae 1 1 - - - - 2 8,33

Pomona (GR6) 2 1 - 1 - - 4 16,6
TOTAL 6 6 3 3 1 1 20 79,02%

*N&o constam natabela a ocorréncia de empate na titulagdo maxima.
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Tabela 6- Soropositividade dos animais estudados segundo as variaveis

aplicadas do questionario epidemioldgico

N2 DECAES N2 DE AMOSTRAS

VARIAVEIS CATEGORIA
AMOSTRADOS REAGENTES
Sexo Macho 59 11 (18,6%)
Fémea 61 13 (14,2%)
Vacinagdo Nao 42 3(7,14%)
Sim 108 21 (17,4%)
Contato com area alagada Nao 142 0
Sim 8 8 (100%)
Acesso a rua Ndo 47 8(9,19%)
Sim 103 16 (15,5%)
Presenca de rio Nao 110 17 (19,5%)
Sim 40 7 (17,5%)
Terreno baldio proximo Ndo 114 20 (17,5%)
Sim 36 4(11,1%)
Regido de mata préxima Nao 90 19 (21,1%)
Sim 60 5(8,3%)
Esgoto a ceu aberto Ndo 135 22 (16,2%)
Sim 15 2 (13,3%)
Presenca de ratos N3o 41 8 (19,5%)
Sim 109 16 (14,7%)
Habito de caca Ndo 58 10 (17,2%)
Sim 92 14 (15,2%)
No. de cdes no domicilio Até 3 139 24 (100%)
>3 11 0
Contato com outros cdes Ndo 68 11 (16,1%)
Sim 82 13 (15,8%)
Potes recolhidos a noite Nao 103 16 (15,5%)
Sim 47 8 (17,0%)
Contato com outros animais Nao 97 20 (20,6%)

Sim 53 4 (7,5%)
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N&o houve crescimento de leptospiras nas 49 amostras de urina colhidas
destinadas ao isolamento das Leptospiras spp. com finalidade de avaliar a
leptospiraria, apds o periodo de observacdo do cultivo de seis semanas. Essas
mesmas 49 amostras também foram negativas quando submetidas a técnica de
PCR, a fim de também avaliar a leptospiraria por meio da presenca do DNA
bacteriano na urina.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a ocorréncia de anticorpos antileptospiras em
caes clinicamente saudaveis da zona Sul do municipio de Sao Paulo, demonstrando
que a leptospirose é uma doenca comum e provavelmente subestimada nesta

populacdo devido a grande quantidade de animais assintoméaticos.

A prevaléncia obtida foi de 16% nos cées analisados, dados que coincidem
com as prevaléncias de sororreagentes em populacdes caninas no Brasil, que
variam entre 10 e 22%°%°°% Resultados semelhantes também foram relatados por
Lopes et al.®* (17,9%), mas divergem dos obtidos por Jouglard & Brod®* com uma
prevaléncia inferior entre os cées analisados (2,66%), mesmo utilizando como ponto
de corte o titulo igual ou maior a 50. No entanto a prevaléncia encontrada nesse
estudo pode ser considerada baixa, quando comparada as obtidas por Silva-
Zacarias®® (25,71%), no Parand, Aguiar et al.®* (27,3%) em Rondénia, e por Lobo et
al.®® no Rio Grande do Sul nos anos de 2002 (36,4%) e 2003 (56%).

Neste trabalho foi verificada a prevaléncia dos sorovares Butembo 10 (41,6%)
e Pomona (GR6) estirpe autdctone 4 (16,6%).Também foram constatadas reacdes
para 0s sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni ambos com 2 (8,33%)
amostras reagentes e Grippotyphosa com apenas uma (4,16%). Resultados
diferentes dos trabalhos classicos de leptospirose canina, 0s quais relatam como
mais prevalentes em cdes o0s sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae. As
mudancas observadas nos sorovares tradicionalmente associados aos caes podem
ser atribuidas a protecdo conferida pelas vacinas antileptospiras, pois a maioria
possuem 0s sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae, quanto a um maior contato

entre cies e animais silvestres®,

Bichuette® também encontrou uma maior prevaléncia do sorovar Butembo 5
(22,7%) o que corrobora com os resultados encontrados no presente trabalho. Esse
sorovar também foi encontrado por Alves et al.’” 7,69% e Querino et al.®® que
apresentou uma prevaléncia de 7,5%, porém, ambos em menor frequéncia. A
presenca deste sorovar causa preocupacao, pois a imunidade desenvolvida contra a

leptospirose & sorovar especifica e este sorovar ndo € comumente encontrado na
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composi¢cdo das vacinas comercializadas no Brasil, o que reforga ainda mais a
importancia da inclusdo de novos sorovares na composicdo das vacinas
antileptospirose, bem como na pesquisa de desenvolvimento dessas, visando a

elaboracao de vacinas mais eficazes e de imunidade mais duradoura.

O sorovar Pomona estirpe GR6, autéctone, com prevaléncia de 16,6% dentre
0S animais sororreagentes, foi o segundo sorovar mais frequente, assim como 0s

1. em Tolima na Coldmbia com 8,2%,

resultados encontrados por Romero et a
porém este resultado foi para a estirpe Pomona de referencia (15/182). Neste
trabalho ocorreram casos de coaglutinacdo entre os sorovares Pomona de
referéncia e a estirpe GR6 em duas amostras, resultado indicativo de reacéo
cruzada, porém ressalta-se que estas coaglutinacdes ndo foram observadas na
maioria das amostras reagentes (22/24). A prevaléncia de estirpes autéctones em
relacdo a estirpes de referéncia em inquéritos epidemioldgicos tem sido relatada em
diversos estudos® ®*. Justifica-se a alta prevaléncia das estirpes autéctones pelo
aumento na sensibilidade e especificidade do teste de SAM, devido a particularidade
antigénica entre as estirpes de leptospiras patogénicas. A estirpe GR6 foi isolada do
rim de um suino abatido no municipio de Suzano, SP, Brasil e tipificada como
pertencente ao sorogrupo Pomona sorovar Pomona**. A ocorréncia deste sorovar
sugere proximidades entre populagbes canina e suina, pois 0S suinos sédo
considerados hospedeiros de manutencéo deste sorovar. De fato, no extremo sul da
cidade de Sao Paulo varios moradores possuem pequenas criacdes de animais

domésticos.

Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni foram encontrados em
8,33% dos soros caninos examinados, corroborando com dados encontrados por

Blazius et al.”®

gue obteve para os sorovares citados uma prevaléncia de 12,5%. A
presenca destes sorovares pode estar relacionada ao contato dos cdes com
roedores sinantrépicos, dentre eles as ratazanas, principal transmissor e reservatoério
da doenca®. Ressaltando a necessidade de programas de controle de roedores
(desratizacdo) e medidas preventivas vindas de modificacbes ambientais

(antiratizacdo) e educacdo em saude.

Embora a infeccdo causada pelo sorovar Canicola esteja tradicionalmente

71
l.

associada a leptospirose em cédes, como as descritas por Fontes et al.”~ e Silva-
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Zacarias®®, com 54,5% e 33,33% dos cées reagentes, respectivamente, este sorovar
ndo foi detectado no presente trabalho. Esse fato pode ser explicado devido a
utilizacao de vacinas contra a leptospirose nos caes atendidos pelo PROCOPA, visto
que segundo questionario aplicado previamente 108 animais haviam sido

imunizados contra a leptospirose e apenas 21 desses foram reagentes (17,4%).

Diferentes sorovares tem sido identificados como causadores da leptospirose
e Doenca de Weil, embora os sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni e
Canicola sejam os mais prevalentes na SAM em animais suspeitos ou inquéritos

sorolégicos. Assim descrito por Kalin et al.”?

gue relatou em sua pesquisa trés casos
de leptospirose em cées suspeitos, que haviam sido infectados pelos sorovares
Pomona e Grippotyphosa. Vale ressaltar que os cdes do estudo ndo apresentavam
manifestacbes clinicas de leptospirose e que sugere que estes animais podem
acarrear o agente etiologico, servindo de reservatorios da doenca para os seres

humanos e outras espécies de animais. Segundo Aguiar et al.®*

0 aparecimento de
sorovares incomuns para a espécie canina como Butembo, Bratislava, Autumnalis,
Cynopteri e Grippotyphosa encontradas neste estudo, pode ser explicado pelo
contato com os hospedeiros de manutencdo (espécies silvestres ou de outras
espécies domesticas) ou compartilhamento de areas contaminadas com urina

desses, 0 que pode causar infec¢Bes acidentais em outras espécies.

A leptospiruria ndo foi confirmada nas amostras de urina pelos métodos
diretos de diagndsticos utilizados no presente trabalho (Isolamento e PCR). O nédo
isolamento em meio de cultura da Leptospira spp. mesmo em animais
sorologicamente positivos pode ocorrer em animais vacinados recentemente, cujos
titulos sdo indicativos de resposta vacinal e ndo da infeccdo ou , ainda quando a
infeccdo se encontra em estagio inicial ou devido a leptospirtria intermitente’. Os
resultados negativos da PCR podem ocorrer devido a substancias da proépria urina
capaz de interferir, como ureia, creatinihna e 0 manejo da amostra, como

armazenamento e congelamento””.

Através dos dados do questionario epidemioldgico aplicado aos responsaveis
pelos cées foi possivel observar que houve maior porcentagem de machos
reagentes do que em fémeas, dos 24 animais positivos respectivamente 18,6% e

14,2%, a maior ocorréncia em machos também foi apresentado por Modolo et al.*,
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Fontes et al.”* e Alves et al.®’. Fato que pode ser explicado pelo comportamento
territorialista e de acasalamento. Outro fator epidemioldgico identificado no presente
trabalho foi uma maior positividade em animais que possuem acesso a rua 15,33%
(16/103) que pode ser corroborado com Querino et al.’® 69,3% (34/49). Todos os
animais, 0s quais o proprietario afirmou que tinham contato com areas alagadas
foram reagentes na soroaglutinacéo, dados também constatados por Batista et al.”®.
O contato com enchentes, areas alagadas sdo variaveis que podem aumentar a
probabilidade de contato dos cdes com o0 agente causador da leptospirose, uma vez

que a disseminacdo do agente é favorecida por épocas chuvosas’.

A determinacdo dos sorovares de leptospiras circulantes na zona Sul do
municipio de S&o Paulo, além de contribuir para o avanco do conhecimento da
cadeia epidemiologica da leptospirose, pode ter implicagcbes no seu diagnostico,
aumentando a sensibilidade da técnica de SAM e auxiliando na identificacdo de
animais infectados, com a inclusao de estirpes autdctones na colecdo de antigenos
de referéncia utilizada no diagnostico. Outra contribuicdo do conhecimento dos

sorovares mais prevalentes € a inclusdo dos sorovares patogénicos mais

frequentemente encontrados nas vacinas antileptospirose’’.
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6 CONCLUSAO

Em razdo do carater zoonGtico da leptospirose e a grande importancia do cao
na cadeia epidemiologica da leptospirose urbana fica evidente a importancia dos
estudos epidemioldgicos, uma vez que, os resultados obtidos no presente trabalho
permitiram concluir que os cédes atendidos pelo PROCOPA estavam expostos a
varios sorovares de Leptospira spp. Sendo assim, essa zoonose deve ser vista com
um pouco mais de atengcdo, bem como ao controle da populacdo canina e a
educacdo em saude uma vez que estes animais podem atuar como fonte de

infeccdo tanto para outros animais como para o homem.
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APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Amane Gongales, Adriana Cortez, Celso Pinto,
Rafael Agopian, Valéria Castilho Onofrio.
Telefone para contato: (11)21418562

Sua colaboracéo é importante e necessaria para o desenvolvimento da
pesquisa.

- A pesquisa analisa a ocorréncia de doencas infecciosas em cées atendidos no
Programa de Controle Populacional Animal (PROCOPA), e sera realizada através da
coleta de sangue e urina do animal;

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

- Sendo um patrticipante voluntario, vocé ndo terd nenhum pagamento e/ou despesa
referente a sua participagédo 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 reconheco 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 néo sera divulgado de forma nenhuma e

terei a opcao de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Séo Paulo, de de 201

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

Assinatura do pesquisador



APENDICE B

57

DADOS DO ANIMAL E QUESTIONARIO

N° M__ /15 Data: / / RGA:

Nome do animal: Raca: Sexo:

Idade: () Filhote ) Adulto () Idoso

Nome do proprietério:

Endereco:

N°:  Telefones: ()

1. Vacinado contra leptospirose? Sim ( ) Nao ()
Faz mais de 6 meses? Sim( )Nao ()

2. Contato com areas alagadas/agua acumulada? Sim ( )Nao ()

3. O cdo tem acesso a rua? Sim ( ) Nao ()

4. Ha presenca de rios/lagos proximo a casa? Sim( )Nao ()

5. H& terreno baldio préximo a casa? Sim ( ) N&o ()

6. Tem regido de mata préxima a casa? Sim ( ) Nao ()

7. Ha esgoto a céu aberto préximo ou dentro do Sim ( )Nao ()

domicilio?

8. Ha presenca de ratos na casa ou proximo ao Sim( )Nao ()

domicilio?

9. O cao tem habito de cacar? Sim ( )Nao ()

10. Quantos céaes residem na casa? Sim ( )Nao ()

( )

11. Contato com outros cées? Sim( )N&o ()

12. Os potes de racdo e agua sao recolhidos a noite? Sim( ) N&o ()

13. Contato com outros animais? Sim( )Né&o ()

Quais?




