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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana de distribuicdo mundial, potencialmente letal
e capaz de causar surtos epidémicos em animais domeésticos e populagdes humanas.
Caes infectados podem atuar como importante fonte de infeccdo para populagbes
humanas, por sua capacidade de eliminar o patégeno no ambiente via fluidos
corporais e urina. Desta forma, a identificagdo de animais infectados, possibilitada
principalmente com o uso de multiplas técnicas diagndsticas, € essencial para auxiliar
na implementacdo de medidas preventivas visando o impacto na Saude Publica.
Mesmo diante da confirmagcdo do diagndstico, somente o isolamento do agente
permite a caracterizagao de estirpes circulantes, possibilitando a comercializacédo de
vacinas que contém sorovariedades e assim garantindo a imunoprofilaxia eficaz de
populagdes susceptiveis. O objetivo do estudo foi a abordagem de multiplas técnicas
diagnodsticas em caes com suspeita de leptospirose aguda atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Santo Amaro. Amostras de sangue e urina foram
coletadas e destinadas ao cultivo de leptospiras e detecgdo molecular do agente por
meio da PCR. Amostras de soro foram utilizadas na investigacdo de anticorpos
antileptospiras por meio da técnica de soroaglutinagdo microscépica. Foram atendidos
24 animais, entre eles, 6 (25%) diagnosticados pela técnica MAT, 8 (33,3%) obtiveram
os resultados pela amplificagédo do gene 16S e 2 (8,3%) apresentaram crescimento
bacteriano. A comparagdo entre resultados demonstrou que 4 (16,6%) foram
diagnosticados exclusivamente pela MAT e 7 (29,1%) somente pela PCR, 1 (4,1%) foi
positivo para ambos os testes e 1 (4,1%) confirmado pelos testes de MAT, PCR e

cultura bacteriana.

Palavras-chave: Leptospirose canina, diagndstico, infeccdo aguda



ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide spread bacterial zoonosis, potentially lethal and capable
of causing epidemic surges in domestic animals and human populations. Infected dogs
may act as an important infection source for human populations, because of its
capabilities in eliminating environment pathogens by corporal fluids and urine. That
way, the identification of infected animals, mainly possible by using multiple diagnostic
techniques, is essential to aid in preventive measures implementations aiming the
impact in Public Health. Even up diagnosis confirmations, solely the isolation of the
agent enable the characterization of circulating stirpes, allowing the commercialization
of vaccines which contains serovarities, granting effective imunoprophylaxys in
susceptible populations. The objective of the study was to approach multiple diagnosis
techniques in suspected acute leptospirosis infected dogs at Veterinary Hospital of
Santo Amaro University. Blood and urine samples were collected and intended to
leptospires cultivation and agent molecular detection by PCR. Serum samples were
used in antileptospires antibodies through microscopic serumagglutination techniques.
24 dogs were attended, among them, 6 (25%) were diagnosed by MAT technique, 8
(33,3%) got results by gene 16S amplification and 2 (8,3%) presented bacterial growth.
The comparasion between results showed that 4 (16,6%) were diagnosed exclusively
by MAT and 7 (29,1%) only by PCR, 1 (4,1%) was positive for both tests and 1 (4,1%)
confirmed by MAT, PCR and bacterial culture tests.

Keywords: Canine leptospirosis, diagnostic, acute infection
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1. INTRODUGAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana reemergente, que afeta uma gama
de mamiferos, incluindo cides e humanos, podendo causar desde doenca com
sintomatologia clinica aguda e letal, até infecgdes assintomaticas (SCHULLER et al.,
2015). Na leptospirose canina, a transmissao é direta e ocorre pelo contato com urina
contaminada, frequentemente pelo comportamento predatério de animais infectados
e ocorre também pelo contato com material biolégico contaminado (SKYES et al.,
2010). A transmissao indireta também é possivel, mais comumente em situacées em
que individuos susceptiveis infectam-se por conta de leptospiras patogénicas
presentes no ambiente (SKYES et al., 2010). Fora a potencial transmisséo direta ou
indireta, a doenga conta com o fator de caes atuarem como sentinelas, indicando que
0 patégeno esta circulando em determinado local e provavelmente entrando em
contato com outros mamiferos, levantando a pressuposi¢cao de que a imunoprofilaxia

€ a forma preventiva recomendada, a fim de evitar surtos epidémicos da doenca.

A leptospirose canina tem sido amplamente documentada (AZOCAR-AEDO &
MONTI, 2016). E caes podem apresentar tanto a forma aguda da doencga, quando ha
eliminagcao do patdégeno em grandes quantidades, via urina e fluidos corporais, bem
como a forma assintomatica, na qual caes infectados eliminam o patégeno de forma
assintomatica, pela urina, por grandes periodos (SCHULLER et al., 2015). A
existéncia das duas condi¢des da doencga, configuram individuos da espécie canina
como uma importante fonte de infecgao, resultando em necessidades de estratégias
de controle, prevencao e manejo de animais que apresentam estas condi¢des, ja que
a leptospirose acomete populacées humanas e ndo-humanas (ANDRE-FONTAINE,
2006). Estudos recentes indicam reemergéncia clinica em humanos e caes
(HARTSKEERL et al., 2011; DELAUDE et al., 2017) levando em consideragao a

relevancia de aprimorar as abordagens atuais de diagndstico e prevengao.

E necessario penetragdo pela via cutanea para atingir a corrente sanguinea, e
assim as leptospiras se multiplicam rapidamente, de forma sistémica no organismo do
hospedeiro, atingindo alguns 6rgaos e tecidos como os rins, figado, bacgo, sistema
nervoso central, olhos e trato genital. (ADLER & LA PENA MOCTEZUMA, 2010)
Hospedeiros caninos que nao conseguem debelar a infeccdo durante a fase aguda da

doenga, apresentam sinais clinicos mais severos e prognostico desfavoravel. Os
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sintomas mais comuns sao resultantes de quadros de insuficiéncia renal e hepatica,
podendo cursar com quadros de uveite, hemorragia pulmonar, febre, aborto, anorexia,
mialgia, choque hipovolémico, edema periférico, vémitos, diarreia, sangramento e dor
lombar ou abdominal (SKYES et al., 2010). As alteragbes laboratoriais mais
frequentemente observadas em casos de leptospirose aguda, sdo trombocitopenia,
leucocitose com desvio a esquerda, altos niveis de ureia e creatinina séricas (VAN DE
MAELE et al., 2008), valores elevados de enzimas hepaticas e bilirrubina total,

hipoalbuminemia, isostenuria, hematuria e glicosuria (SKYES et al., 2010).

Apesar de todos os sintomas e achados laboratoriais indicarem uma possivel
infeccao aguda, o diagnostico definitivo tem como base nos resultados de técnicas
confirmatorias especificas para a identificagdo direta ou indireta do patégeno
(CERQUEIRA & PICARDEAU, 2009) como a microscopia de campo escuro, cultivo

bacteriano, a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e titulacdo de anticorpos séricos.

A técnica que avalia a presenca de anticorpos antileptospiras no soro
sanguineo do paciente, conhecida como soroaglutinagcdo microscopica (MAT) tem
sido extensivamente utilizada para diagndstico sorolégico da enfermidade aguda em
caes (PINTO et al., 2017). Contudo, ndo é possivel identificar o provavel sorovar
infectante e diferenciar titulos vacinais de titulos de exposicéo, limitando o seu uso
para diagnostico da infeccao (CHIRATHAWORN et al., 2014). Além disso, as
amostras precisam ser analisadas de forma pareada para identificar a soroconversao
com base no aumento de quatro vezes em relagdo a primeira amostra, utilizar uma
unica amostra durante a fase aguda pode resultar em falso negativo. Porém, muitas
vezes a coleta adicional de amostras ndo € possivel, devido a alta letalidade da

enfermidade.

Em contrapartida, a técnica de PCR, tem sido amplamente utilizada para
confirmar a infecgdo em sua fase aguda. (FINK et al., 2015; HARKIN et al., 2003) A
PCR, por mais que seja a técnica recomendada para detecgdo da doenga na fase de
leptospiremia, nao traz resultados satisfatérios quanto ao diagnostico da fase
convalescente da leptospirose (MIOTTO et al., 2018), demonstrando restricdes
também ao ser utilizada como unica técnica diagnéstica. Como o exato momento de
fase aguda da doenca em relacédo aos sintomas clinicos nao é detectavel, e todos os
testes diagnosticos utilizados tem suas limitagdes quanto a sensibilidade e

especificidade, fica claro que a abordagem multipla de testes diagnosticos para
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leptospirose, em conjunto com sinais clinicos e laboratoriais, pode aumentar as
chances de diagnéstico conclusivo e tratamento do paciente acometido (FRAUNE et
al., 2013). Mesmo perante do favorecimento de diagndstico definitivo ao associar
diferentes técnicas diagndsticas, o unico modo para identificar o sorogrupo ou sorovar
da estirpe infectante é o isolamento do agente (SCHULLER et al., 2015). Entretando,
a técnica de isolamento conta com limitagdes em relagao ao crescimento da bactéria
e contaminagao dos meios de cultura utilizados (SCHULLER et al., 2015). Além da
notavel restricao pela instituicdo de antibioticoterapia aos primeiros sinais da doencga
(FRAUNE, et al. 2013), impedindo o crescimento bacteriano pela técnica de

isolamento.

Desse modo, ao considerar as limitagdes de cada teste em relagao as fases da
leptospirose, bem como o seu beneficio ao associar as técnicas diagndsticas, a
presente proposta pretendeu caracterizar caes com leptospirose aguda atendidos no
servico ambulatorial do Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro (Hovet
UNISA), utilizando multiplas técnicas diagndésticas, em conjunto com a suspeita clinica

e laboratorial, testes sorolégicos, moleculares e microbiologicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia e classificagcao

A leptospirose, € uma doenga zoonética de importancia mundial acometendo
inUumeras espécies de animais, sao bactérias espiraladas, pertencentes a familia
Leptospiraceae, género Leptospira. Sao finas, flexiveis e filamentosas (HAGIWARA
et al., 2015), medindo aproximadamente 0,1 a 0,2 um de largura por 6 a 12um de
comprimento, formando espirais finas e extremidades em formato de gancho
(GREENE, 2015).

Sao coradas de forma positiva pela coloracdo de Gram e apresentam
motilidade (HAGIWARA et al, 2015). A membrana externa da bactéria € composta por
lipossacarideos, conhecidos como LPS, sendo a principal LipL32, com um papel
fundamental na patogenia da infecgao, associada a propriedades de bactérias gram-
negativas, a composicido de cada lipopolissacarideo depende do tipo de sorovar
(HAGIWARA et al., 2015).

Sua classificagdo € complexa, uma vez que, inicialmente eram divididas de
acordo com seu isolamento em cultura e reatividade imunoldgica (GREENE, 2015).
De forma classica, o género é separado em duas espécies: L. interrogans sensu lato
contendo todas as estirpes patogénicas e descrita em mais de 250 sorovares e a L.
biflexa sensu lato, apresentando todas as estirpes saprofiticas que existem no meio
ambiente (GREENE, 2015). Sorovares estao incluidos em sorogrupos, porém, podem
apresentar diferengas na patogenicidade, composicdo genética e conformacdo em

relacdo ao hospedeiro de manutencao (HAGIWARA et al., 2015)

O surgimento das técnicas moleculares permitiu a classificacdo das bactérias
com base na sua relagado genética, identificando inUmeras espécies de Leptospira
(BHARTI et al., 2003). Até este ponto, sdo incluidas 20 espécies classificadas
molecularmente em cepas intermediarias, saprofitas e patogénicas (SCHULLER et al.
2015). O grupo de cepas patogénicas incluem: L.borgpetersenii, L.inadai, L. kirschneri,
L. noguchii, L. weiliie, L. santarosai, L. wolbachii, L. interrogans, L. alexanderi, L.
kmetyi (LEVETT, 2001).



15

2.2. Epidemiologia

Sua distribuicdo € mundial, caes soropositivos foram identificados em muitos
paises e variam de acordo com a sua regiao (WHITE et al., 2017). Anticorpos contra
L. autumnalis, L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa, L. harjo, L.
icterohaemorrhagie e L. pomona, sdao 0os mais encontrados nos Estados Unidos
(NELSON; COUTO, 2023). e recentemente, no Brasil foi identificada a L. santarosai
do sorogrupo Sejroe em caes higidos (MIOTTO et al., 2018).

As leptospiras patogénicas vivem nos rins dos hospedeiros de manutengéo,
nao apresentando sintomatologia clinica, ou quando presentes, sao gerais e
imperceptiveis. Ao ser infectado o hospedeiro elimina a bactéria via urina por periodos
grandes, ou até por toda vida. O homem é o hospedeiro acidental, podendo apresentar
sintomas agudos e fatais ou crénicos e amenos. No Brasil, os casos de leptospiroses
caninas e humanas, estao relacionadas a aglomeracédo em grandes cidades e falta de
saneamento basico, propiciando a aparicdo de ratos e comundongos em regides

habitadas por animais domésticos e humanos. (HAGIWARA et al., 2015).

A casuistica € maior no verao e outono, sua incidéncia comeca a aumentar de
acordo com anos em que o indice pluviométrico for maior. A infeccdo por espécies
adaptadas a determinado mamifero hospedeiro costuma ser subclinica, enquanto, o
cenario contrario, quando ha infecgdo por espécies nao adaptadas, acontece a
doenga com manifestagdes clinicas. De forma geral, pacientes caninos que recebem
tratamento a tempo ou que desenvolvem resisténcia e resposta imune a doencga,
sobrevivem (NELSON; COUTO, 2023). Como exemplo, o cao & considerado o
hospedeiro de manutencao do sorovar Canicola, e pode transmitir para outro individuo
susceptivel ou pode se manifestar no proprio hospedeiro, cursando com a
sintomatologia classica de leptospirose aguda, que é o comprometimento renal agudo
(HAGIWARA et al., 2015).

Segundo o Servigo de Vigilancia em Saude — Ministério da Saude (2014), € um
problema de saude publica no Brasil, e entre outros paises tropicais em
desenvolvimento, tendo uma grande importancia social e econdmica decorrente da
alta incidéncia e significativo nUmero de internagbes em conjunto com a sua letalidade.
Os principais padroes epidemiolodgicos da leptospirose no Brasil, sdo relacionados

com a distribuicdo endémica, epidemias urbanas principalmente em comunidades
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carentes, pds enchentes e inundagdes, correlacionados com grandes desastres
naturais e surtos em areas rurais. A incidéncia tem uma média anual de 1,9 a cada
100.000 habitantes.

2.3. Patogénese e sinais clinicos

A entrada da bactéria ocorre por meio de mucosas ao penetrar na circulagéo
sanguinea se dissemina pelos 6rgaos alvo da doenca, principalmente o figado, baco
e rins (GREENE, 2015), a duragao da leptospiremia € cerca de sete dias, nesse
momento ha multiplicagdo das leptospiras na circulagdo sanguinea (ADLER & LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). A infeccdo pode se desenvolver em cdes de qualquer
idade, raga e sexo que nao forem imunes previamente. Os principais sintomas clinicos
envolvem anorexia, depressao, hiperestesia muscular generalizada, febre, mucosas
hipocoradas, taquipneia, taquicardia poliuria, polidipsia e ictericia. Devido a
trombocitopenia e a coagulagao intravascular disseminada, sinais como petéquias,

hematémese, melena e epistaxe, sdo comuns. (NELSON; COUTO, 2023)

Os sinais clinicos sao influenciados pelo sorovar infectante (GOLDSTEIN et al.,
2006). A leptospirose € bastante conhecida pelas suas lesbes hepaticas e renais,
cursando com sintomas como ictericia e desenvolvimento de nefrite aguda (GREENE,
2015).

A Sindrome Pulmonar Hemorragica associada a Leptospirose (LPHS), é
descrita em seres humanos, mas também acomete caes, devendo ser considerado
como diagndstico diferencial em caes com dispneia (KLOPFLEISCH et al., 2010). O
pulméao é atingido devido a quantidade de toxinas bacterianas (GREENE, 2015)

As estirpes infectantes de leptospiras, podem afetar outros 6rgaos, como o
pancreas, o6rgaos reprodutores, uUvea, retina e o bacgo, levando a quadros de
esplenomegalia (SCHULLER et al., 2015).

2.4. Diagnostico

A leptospirose canina apresenta achados clinico laboratoriais que dependem

do estagio e sorovar da doenca. Na hematologia; trombocitose e trombocitopenia,
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leucopenia esperada na fase aguda, evoluindo para leucocitose com desvio a
esquerda. Convenientemente as plaquetas sdo observadas em relacdo ao grau de
hipoxia; angustia respiratéria do paciente (GREENE, 2015), a anemia pode estar

presente, decorrente da hemolise que a doenga causa (COSTA et al., 2013).

Ha notavel azotemia, aumento dos niveis de creatinina e ureia no soro
sanguineo, indicando comprometimento renal (LEVET, 2001). A fase de leptospiremia
tem valores de uréia sérica variando de 100mg/dL a 400 mg/dL em casos de doenga
grave, ao passo que os valores de creatinina sérica oscilam entre 5mg/dL e 10mg/dL
(PAES, 2016). As enzimas hepaticas podem apresentar valores altos de fosfatase
alcalina e bilirrubina, explicando sinais indicativos de ictericia e colestase (FREIRE et
al., 2008).

O diagndstico precoce favorece o sucesso terapéutico e traz menos chances
de inserg¢ao de sorovares no ambiente, bem como sua contaminagao, visto que € uma
doenga zoonotica e caes atuam como sentinelas (REAGAN; SKYES, 2019). Entao
para o diagnoéstico confirmatdrio de leptospirose canina, faz se necessario a utilizagao
de testes especificos (LEVETT, 2001).

O diagnéstico de leptospirose conta com a disponibilidade de testes diretos,
procurando o antigeno na amostra, e testes indiretos, com base na pesquisa de
anticorpos antileptospiras no animal. Em meio aos testes diretos, a Microscopia de
Campo Escuro permite a visualizagao direta das bactérias em amostras de urina,
porém trata-se de um teste com baixa especificidade e sensibilidade, demandando a
utilizagdo de um equipamento de alto valor, e em grande maioria das vezes disponivel
somente para centros de pesquisas. Em contrapartida, a PCR, vem sendo muito
usada para diagnéstico direto em animais com suspeita, amplificando os genes da
bactéria. O teste indireto amplamente emprego, sendo considerado de escolha para
a confirmagao da infecgcao, € o de Soroaglutinacdo Microscépica (MAT), na qual
avalia-se a formacgao de aglutinagao, reagente do antigeno com anticorpo, via amostra

de soro do paciente.
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2.4.1. Soroaglutinagao Microscépica (MAT)

A MAT é o teste de mais comumente utilizado e recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude visando o diagnodstico de leptospirose (HAGIWARA,
et al., 2015).

A MAT é o teste recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude para
diagnostico de leptospirose (HAGIWARA et al., 2015). E deve ser feito com amostra
de soro do paciente. Ao ser testado em diluicdes seriadas, devem ser considerados
reagentes aqueles que apresentarem 50% de aglutinagdo no microscopio de campo
escuro (LEVET, 2001). Devido a grande variedade de sorovares, 0 maior numero
possivel deve ser testado na MAT. L. bratislava, L. canicola, L. grippothyphosa, L.
hardjo, L. pomona e L. icterohaemorrhagie sao as mais utilizadas (NELSON; COUTO,
2023).

E um teste de confirmagao ap6s soroconverséo, portanto, na fase hiperagudas
da doenca pode apresentar falso negativo. Faz se necessario reavaliagbes com
intervalo de 7 a 14 dias. O diagndstico é definido caso a segunda amostra coletada,
tenha aumento de 4 vezes em relagao a primeira que foi testada (REAGAN; SKYES,
2019). Regides consideradas endémicas, um unico teste com titulos = 800 ja é

confirmacao de infeccao ativa (LEVETT, 2001).

Apesar de ser amplamente utilizado, a MAT possui limitagbes como a
necessidade um profissional treinado para realizar a leitura do teste. Reacbes
cruzadas entre sorogrupos podem dificultar a interpretacdo do teste, bem como
reacdes inespecificas (HAGIWARA et al.,, 2015). Animais vacinados apresentam
titulos variaveis para sorogrupos presentes e nao presentes na vacina (REAGAN;
SYKES, 2019), ndo sendo possivel distinguir titulos vacinais dos titulos da infecgao
(LEVETT, 2001).

O sorovar encontrado com o titulo mais alto, nem sempre é o infeccioso,
portanto, somente a cultura bacteriana para isolamento permite caracterizar o sorovar
infectante (LEVET, 2001), informagao primordial para criagcdo de vacinas contra

sorovares especificos em cada regiao.
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2.4.2. Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR pode detectar a bactéria na urina, sangue ou tecidos (HARKIN et al.,
2003), tendo como vantagem a deteccao em diferentes tipos de amostra, mostrando-
se util para diagndstico de infecgdes aguda, quando ainda nao houve soroconversao,
podendo diferenciar portadores convalescentes e assintomaticos (HAGIWARA et al.,
2015). A PCR néo permite a identificagcdo de sorovar, somente responde com a
identificacdo da espécie da bactéria infectante (PICARDEAU, 2013; REAGAN;
SYKES, 2019)

A amostra de sangue é recomendada para detecgdo em animais no inicio da
infeccdo, a urina apds a primeira semana para detec¢cdo da fase leptospirurica
(REAGAN; SYKES, 2019), em casos que o histérico do pacinete seja desconhecido,
a utilizacdo de ambas amostras torna o teste mais sensivel, porém, caso a carga
bacteriana estiver baixa ou o tratamente ja tiver sido instituido, as chances de falso-
negativos sao altas (REAGAN; SYKES, 2019).

Os primers sao notoriamente utilizados, com o intuito de amplificar 331pb do
gene 16s. No entanto, o0 mesmo gene, esta presente em leptospiras saprofitas e
patogénicas (LEVET, 2001). A vacinagao recente nao deve interferir em detecgao
molecular (NELSON; COUTO, 2023)

2.4.3. Cultura de Leptospira

O processo de isolar leptospiras é dificil devido ao crescimento lento e
necessidade meios de culturas especificos, os meios mais utilizados para cultivo de
leptospiras € o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (REAGAN; SYKES,
2019) e o meio Fletcher. (PHILIP; GARBA; NEELA, 2018).

Somente o isolamento da bactéria permite a identificacao do sorovar infectante
(REAGAN; SYKES, 2019), e consequentemente a criagcdo de meios preventivos e

adicionais na imunoprofilaxia.

Fora a confirmacgao diagndstica, os resultados também sdo incorporados na
bateria de antigenos presentes na técnica de MAT (PHILIP; GARBA; NEELA, 2018).
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As culturas semeadas devem ser acompanhadas por pelo menos, 6 semanas.
Mantidas em estufa entre 28°C a 30°C, devem ser avaliadas semanalmente para
observagao da zona de Dinger. Para observagao das bactérias, é necessario pipetar
uma gota do meio e adicionar em lamina para em seguida ser visualizado em

microscopio de campo escuro (LEVETT, 2001).

2.5. Prevencgao e controle

A Prevencao de leptospirose canina comega na eliminagao do estado portador
do animal em relagdo ao sorovar Canicola, no entanto, ndo € possivel controlar
animais silvestres e sinantropicos de estarem constantemente eliminando o patdégeno
no ambiente, transmitindo e contaminando populagdes susceptiveis. Ao controlar
roedores em canis, realizar adequada higiene do lugar, mantendo os animais
infectados em quarentena, sdo importantes medidas de prevencdo do patdégeno
(HAGIWARA et al., 2015).

As leptospiras podem ser eliminadas com uso de detergentes, desinfetantes a
base de iodéforos e desidratagcdo. O local onde caes possivelmente infectados
permanecerem devem ser limpos com hipoclorito e papel toalha. Material proveniente

dos pacientes, devem ser considerados como risco biolégico (TOSTES, 2010).

As vacinas presentes no mercado sao caracterizadas pela composigao advinda
de culturas de leptospiras inativadas acrescidas de adjuvantes, tendo em sua

composicao, os sorovares prevalentes no Brasil (SANTOS et al., 2021)

Para pacientes caninos, as disponiveis sdo as polivalentes, V8 contendo
sorovares: Icterohaemorrhagiae, Canicola, V10 com adicao de mais dois sorovares,
sendo eles: Grippothyphosa e Pomona, V11 acrescidos com Copenhageni e Wolfii e
V12, contendo todas citadas anteriormente, com adicdo dos sorovares Hardjo e
Pyrogenes. (SANTOS et al., 2021)

A vacina é utilizada para imunizagao contra um sorovar especifico, protegendo
contra o sorovar icterohaemorrhagie e canicola, no entanto, mesmo com a vacinagao
atualizada anualmente, os caes podem ser infectados por outros tipos de sorovares
infectantes (GREENE, 2015). Reforcando a necessidade de estudos de vigilancia

continuada para incluir sorovares infectantes, que realmente circulam na regiao.
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Fora a imunoprofilaxia, € de suma importancia a aplicacao de outros métodos
preventivos, como, por exemplo, evitar contato com aguas potencialmente
contaminadas (advindas de enchentes), controle da populagao de roedores, melhora
do saneamento basico, promogéo de coleta de lixo e conscientizagdo da populagao
sobre a doenca (SANTOS et al., 2021). Levando em consideragao que somente evitar
o contato com roedores, ndo é o suficiente para total prevencao, visto que todos os
mamiferos (fora o homem) sdo potenciais transmissores e responsaveis pela

contaminagao ambiental da bactéria.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi atender e diagnosticar caes com suspeita clinica
aguda de leptospirose, que foram atendidos no Hospital Veterinario da Universidade

Santo Amaro, utilizando técnicas sorolégicas, moleculares e microbiolégicas.
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4, MATERIAIS E METODO
4.1. Desenho experimental e critérios de inclusao

Amostras de sangue total e urina foram coletadas de cdes com suspeita
clinica e laboratorial de leptospirose aguda, na tentativa de diagndstico definitivo da

doenca.

Foram considerados suspeitos caes que apresentaram azotemia sérica de
ureia e creatinina de origem desconhecida (acima de 64,2 mg/dL e 1,4 g/dL,
respectivamente) associados a dois ou mais sinais clinicos sugestivas de leptospirose,
como: disturbios hemorragicos, febre, vomitos, ictericia, hiporexia/anorexia). Caes que
se mostraram com polidria, polidipsia e perda de peso até um més antes da
apresentagcao no ambulatério ndo foram incluidos no estudo para descartar possiveis

quadros de doenca renal crbnica.

As amostras de sangue e urina coletados foram coletadas imediatamente apos
a suspeita da doenca, e direcionadas para a cultura e detecgdo molecular de bactérias
por meio da PCR, bem como a utilizagdo para exames hematolégicos
complementares (hemograma completo diferencial) e urinalise do paciente. Amostras
de soro foram destinadas para investigar anticorpos anti-leptospiras por meio da
técnica MAT, e avaliadas para mensuragao de ureia e creatinina sérica, atividade das
enzimas hepaticas (fosfatase alcalina e alanina aminotrasnferase) e concentracao de
bilirrubinas direta e indireta. Apds inicio da terapia medicamentosa, os caes foram
acompanhados prospectivamente, e os retornos incluiram coleta de urina e sangue

para realizagcao da PCR, urinalise e hemograma.

Amostras de soro foram utilizagdo para reavaliagdo da bioquimica sérica e
titulacbes de anticorpos anti-leptospiras. As amostras obtidas nas avaliacbes
posteriores foram coletadas uma vez ao dia, durante o periodo de acompanhamento
clinico dos pacientes pela equipe do Hovet, até a conclusdo do caso. A inclusdo do
paciente no estudo so6 foi possivel mediante a aplicagao de questionario, e a coleta e
manejo do animal, foi realizada somente apds o termo de consentimento livre e
esclarecido assinado (APENDICE A). O presente projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica em PesqUISA SOB REGISTRO CAEE X.
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4.2 Coleta e acondicionamento de amostras

As amostras de urina foram coletadas por miccdo espontanea, sondagem
uretral ou cistocentese, e quando destinadas a isolamento e cultura, coletadas por
cistocentes para diminuir o risco de contaminagao bacteriana. As coletas de sangue
foram realizadas mediante a puncao venosa da veia cefalica ou jugular, em seguida
armazenadas em tubo com EDTA, direcionadas para identificacdo de material
genética de leptospiras patogénicas. Uma fracdo do sangue total foi armazenada em
tubo sem anticoagulante, para apos a centrifugagao, obtengao do soro sanguineo com
objetivo de realizagcdo dos devidos exames anteriormente mencionados. Todas as
amostras foram mantidas sob refrigeracéo e processadas em até 24h apods a coleta.
As amostras de urina destinadas a cultivo bacteriano e ao isolamento de leptospiras
foram semeadas em meios especificos logo apds a coleta. As amostras de urina
direcionadas para PCR foram acrescidas de EDTA com concentracao final de 10nM
e incubadas por 1 hora. Centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos a 20°C para
sedimentagao, sendo por fim, ressuspendidas em 3 mL de PBS estéril apos o descarte

do sobrenadante.

4.3 Soroaglutinagcdao Microscoépica

A realizacdo da MAT, foi utiizada com base no painel de 24 sorovares
representando 20 sorogrupos, os titulos de corte foram determinados usando duplas
diluicbes até que o ultimo pogo demonstrasse 50% de aglutinagéo. Para confirmagéao
de leptospirose aguda, foi adotado o critério de: uma reagao positiva é definida com
titulos de anticorpos maior ou iguais a 100, porém, apenas os caes que nao tinham
histérico vacinal e titulos iguais ou maiores que 800, foram considerados com infecgao

aguda.
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No que se refere a avaliagdo prospectiva, ao parear duas amostras de dois
momentos diferentes de coletas, foram consideradas positivos e com leptospirose

aguda, aqueles pacientes que obtiveram 4 vezes o titulo da primeira amostra.

Quadro 1: Variantes soroldgicas utilizadas na MAT. Laboratério de Zoonoses
Bacterianas da Universidade de Sao Paulo (VPS-USP), 2024.

Cadigo Sorogrupo Variante Sorolégica| Codigo Sorogrupo Variante Sorolégica
1-A Australis Australis 10-B | Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
1-B Australis Bratislava 11 Javanica Javanica

2 Sejroe Guaricura 12 Panama Panama
2-A Autumnalis Autumnalis 13-A Pomona Pomona
2-B Autumnalis Butembo 14 Pyrogenes Pyrogenes
3 Ballum Castellonis 15-A Sejroe Hardjo (Hardjopratijno)
4 Batavia Bataviae 15-C Sejroe Hardjo (Hardjobovis)
5 Canicola Canicola 16 Shermani Shermani
6 Celledoni Whitcombi 17 Tarassovi Tarassovi
7 Cynopteri Cynopteri 36 Pomona Pomona
8 Gryppotyphosa Gryppotyphosa ST Djasiman Sentot
9 Hebdomadis Hebdomadis 20 Saramanga Patoc
10-A |lcterohaemorrhagiae Copenhageni

4.4 Cultura de leptospiras

O isolamento de leptospiras contou com protocolo que constituiu em: semear
500puL de urina total direta nos meios de cultura, e 500uL diluidos em solugao salina
estéril nas concentragcées de 1:10 e 1:100, e em seguida semeadas em meio de
cultura utilizando 500uL. Para as amostras de sangue, foram diluidos 500uL em
solucao salina estéril nas concentragdes 1:10, 1:100 e 1:1000. Foram empregados o
meio EMJH acrescido e nao acrescido com 5-flurouracil na concentracéo final de 100
pMg/mL. Os tubos foram incubados e mantidos a 28°C e observados por cerca de seis
semanas, para a verificagdo da zona de Dinger de leptospiras no meio. A confirmacao
das bactérias foi realizada pela visualizacdo de espiroquetas em uma gota de amostra
em microscopio de campo escuro com aumento de 200 vezes (MYERS, 1985)

utilizando o meio de cultura EMJH.
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4.5 Extracao de DNA e PCR

O DNA foi extraido utilizando 200uL de sangue e urina centrifugada e
ressuspendida em EDTA, por meio do do kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Carlsbad, CA, EUA) seguindo as
recomendacgdes do fabricante. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até a data da
analise. A amplificacdo de DNA de leptospiras patogénicas para determinacao das
sequéncias relevantes foi realizada por meio do método que amplificou um fragmento
de 331bp do gene 16S, realizado pela utilizagdo de primers e condi¢cdes de

amplificagdes assim como descritas por Merien et al, (1992).

Cada reacao teve ao final 25y, utilizando 2,5uL do DNA total, 1,25uL de cada
primer, 7,5uL de DNase free 25uL, utilizando 2,5uL do DNA total, 1,25uL de cada
primer, 7,5uL de DNase free e 12,5uL GoTaq Green Master Mix 1X (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) para reagao com volume de concentracao final 25uL,
seguindo o manual do fabricante. Foi utilizado como controle positivo DNA extraido
de cultura pura de leptospiras e como controle negativo DNase free em cada uma das

reacoes.

As amostras ampliadas foram separadas por eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com SYBR Safe DNA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Carlsbad, CA, EUA), e analisados sob transiluminagao ultravioleta. Para confirmar os
resultados de PCR, todas as amostras positivas foram submetidas a uma amplificagao

parcial do gene 16S rRNA, que tem como alvo um fragmento de 331 pb.
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5. RESULTADOS

Foram atendidos 24 caes com suspeita de leptospirose canina aguda,
entre janeiro e outubro de 2024. Os resultados dos exames realizados nesses animais

podem ser visualizados na Tabela 1.

Dos 24 caes, 11 (45,8%) foram reagentes na reagcdo de MAT, com titulos
variando entre 100 e 14.200. A frequéncia de sorovares reagentes foi:
Icterohaemorrhagie (7), Cophenageni (6), Shermani (5), Castellonis (3), Cynopteri (2),
Pyrogenes (2), Canicola (1), Pomona (1), Hardjo (1), Bratislava (1), Autumnalis (1),
Gryppotyphosa (1), Tarassovi (1).

Dentro os 24 animais, 6 (25%) foram considerados ativamente infectados, com
titulagdes iguais ou maiores que 800, os provaveis sorogrupos infectantes foram:
Icterohaemorrhagie (5), logo em seguida Shermani (3), e Ballum (1), Autumnalis (1),
Canicola (1), Pomona (1), Australis (1). Sendo que o sorogrupo que apresentou a
titulagdo mais elevada, foi o Pomona com resultado de 14.200. Nenhum animal tem

historico de vacinagao.

A amplificagdo do gene 16S foi bem-sucedida em 8 animais (33,3%), sendo
que 3 deles foram positivos somente para amostras de sangue; 4 somente em
amostras de urina, e 1 positivo a PCR em ambas as amostras. Foi possivel avaliacao
prospectiva em 9 animais (2, 3, 4, 5, 9, 16, 17, 18, 23), e somente o animal 16 teve
um resultado positivo para PCR na segunda amostra. O restante, obtiveram PCR e

MAT negativo.

A comparagdo entre resultados demonstrou que 4 (16,6%) foram
diagnosticados exclusivamente pela MAT, e 7 (29,1%) somente pela PCR, 1 (4,1%)
foi positivo para ambos os testes e 1 (4,1%) confirmado pelos testes de MAT, PCR e
cultura bacteriana. Apenas 1 (4,1%) foi diagnosticado exclusivamente pelo
crescimento microbioldgico. No total, portanto, 14 (58,3%) dos 24 animais foram
efetivamente diagnosticados como casos de leptospirose aguda, demonstrando que
pelo menos 11 animais teriam resultados falso-negativo, caso realizado apenas um

dos testes utilizados.

Os animais 2, 4, 7, 8, 9, 11 e 23 tiveram resultados negativos em todos os trés

testes realizados, sendo que alguns foram retestados na segunda consulta clinica
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(animais 2, 4, 9, 23). Dos 24 animais, 14 (58,3%) deles vieram a 6bito durante o

andamento do projeto, e 5 (20,8) sobreviveram.

No total foram obtidos dois isolados de leptospiras, que estdo sendo atualmente
tipificados por técnicas moleculares para determinacdo da espécie gendbmica
(Sequenciamento de fragmento do gene 16S e Multilocus Sequence Typing), e por

técnica de sorogrupagem para determinacao do sorogrupo infectante.
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Tabela 2: Resultados de Soroaglutinacdo Microscépica, PCR, e cultivo

bacteriano de 24 caes atendidos no HOVET com suspeita clinica de leptospirose

aguda entre janeiro e outubro de 2024.
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SG: sangue total; UT: Urina Total; NC: amostras de necropsia. Sorogrupos: Cas:
Icterohaemorrhagiae; PY: Pyrogenes, CYN: Cynopteri, HA: Hardjo, BRA: Bratislava,

Castellonis; Co: Copenhageni; SHE: Shermani; Can: Canicola; PO: Pomona; IC:
TAR: Tarassovi, AUT: Autumnalis.

*: Animais com avaliagao prospectiva.
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6. DISCUSSAO

A abordagem de multiplos testes laboratoriais permitiu o diagndstico de
58,3% dos caes incluidos no estudo, sendo esse um resultado superior comparado
com a utilizagdo de uma soO técnica. Esses resultados se assemelham com os
descritos anteriormente por Miotto et al., (2018), que encontrou resultados positivos
em 54,5% caes com associacao de MAT e PCR, bem como os resultados descritos
por Rodrigues et al., (2007) que demonstrou que ao parear testes as chances de

confirmacéao de leptospirose canina aumentam.

O diagnéstico exclusivo pela MAT foi possivel em 4 animais, e pela PCR em 7
dos pacientes, levando em consideragao que a utilizagado da PCR confirma a infeccao
antes da soroconversao, e a técnica MAT numa fase mais tardia da doencga (LEVETT,
2001). A PCR foi capaz de amplificar DNA leptosirico em 3 amostras de sague
(leptospiremia), 4 amostras de urina (leptospiuria) e em um animal ambas as amostras
foram amplificadas, com resultados semelhantes anteriormente descritos por e Santos
et al., 2019, que obteve resultados positivos para PCR em cinco animais, e outros
cinco animais foram diagnosticados pela MAT, porém, com um resultado maior
comparado a este presente estudo, em que, seis animais, foram positivos para ambos
os testes. O animal que teve PCR positivo tanto para sangue quanto urina,
provavelmente esta transicionando entre a fase aguda para crbnica da doenga
(TOSTES, 2010). A analise prospectiva demonstrou que somente uma animal teve
um resultado positivo para PCR na segunda consulta clinica, apesar de ter a primeira

amostra negativa.

Nenhum animal neste presente estudo apresentou sinais de soroconversao a
segunda coleta, no entanto, a leptospirose apresenta um periodo de incubacao de 2
a 14 dias, sendo que na primeira semana da doencga, os titulos podem se apresentar
baixos ou negativos (SKYES et al.,, 2023). Os animais que tiveram avaliagdo
prospectiva ndo apresentavam uma consisténcia no intervalo de tempo entre a
primeira e segunda coleta, em média, 3 dias apds a primeira coleta, a segunda ja era
realizada, o que pode contribuir para a dificuldade em obter titulos significativos, onde

a soroconversao ainda nao tenha acontecido.

Em duas amostras foi possivel o crescimento bacteriano, sendo que em uma

delas (animal 19), demonstrou PCR para sangue positivo e titulo igual a 800 para o
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sorogrupo Icterohaemorrhagiae, sugerindo que ao associar técnicas diagnésticas, a
confirmacao é mais precisa, bem como, a possibilidade de identificar a fase em que a
doenca se encontra. A amostra que teve somente a cultura positiva (animal 20), indica
que utilizar somente a MAT, mesmo com todas suas recomendacgdes, sozinha, ndo se
demonstra totalmente eficiente para diagnostico confirmatério de leptospirose aguda
(HARKIN et al., 2003).

Os sorogrupos de maior importancia epidemiolégica relatados no Brasil, sao
Canicola e Icterohaemorrhagie, pertencentes ao grupo de leptospiras patogénicas, no
entanto, em outros estudos também foram encontrados sorovares como
Grippotyphosa, Australis, Butembro e Atumnalis, variando de acordo com a regiao
(ARAUJO, 2023; ESTEVES et al., 2021). Neste presente estudo as apari¢des de
provaveis sorogrupos infectantes foram principalmente: Icterohaemorrhagiae (5), logo
em seguida Shermani (3), e Ballum (1), Autumnalis (1), Canicola (1), Pomona (1),
Australis (1). Os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagie e Copenhageni sao
frequentemente associados a doencgas em caes, sendo que os dois primeiros citados
estdo presentes nas vacinas comerciais (PINTO; FORD et al., 2017). Levando em
consideragao que os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, estao inclusos
no sorogrupo lcterohaemorrhagiae, o provavel sorogrupo que teve maiores resultados
no presente estudo. E o sorovar Canicola também inserido no sorogrupo Canicola,
teve titulos positivos nos pacientes incluidos, condiz com a literatura que acusa os trés
sorovares de serem os principais causadores de doenga em populacdes caninas e 0s

provaveis sorogrupos infectantes obtidos neste projeto (ESTEVES et al., 2021).

Relatos de demais estudos conduzidos; segundo Santin et al. (2006), o sorovar
prevalente encontrado foi Copenhageni, em 45% dos cdes com suspeita clinica. Os
animais reagentes para este provavel sorogrupo (lcterohaemorrhagie) infectante (6,
12, 13, 19 e 21) apresentaram titulos maiores que 100, levando em consideragao que
o sorovar Copenhageni nao esta incluso na vacina V8 e V10, pode-se concluir que
mesmo com a imunizagao, a exposi¢cao de animais susceptiveis acontece no meio
ambiente. Ja Miotto et al. (2018) e Santos et al. (2019) que encontraram
sororreatividade para Icterohaemorrhagie e Copenhageni, respectivamente,

correlacionando com os resultados do presente estudo.

Mesmo com nenhum animal do estudo ter historico de vacinagao, alguns

animais obtiveram titulos altos para sorogrupos, que néo estéo inclusos em vacinas
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comerciais. Trés caes apresentaram sororreatividade contra o provavel sorogrupo
Shermani, com titulos variando de 1.600 a 3.200. No entanto, o sorovar Shermani
nunca foi isolado no Brasil (SARMENTO et al., 2012), podendo ser considerado como
uma reacdo paradoxal, levando a titulos elevados de sorovares diferentes dos
infectantes (SARMENTO et al., 2012), ou mesmo se tratar de um caso de infecgao

aguda por representantes deste sorogrupo.

O teste padrdo ouro recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude
continua sendo a soroaglutinacdo microscopica, no entanto, € uma técnica utilizada
depois da soroconversao, ou seja, quando anticorpos antileptospiras ja estao
detectaveis. O periodo de incubagao da doenca € de 2 a 14 dias, na primeira semana,
nao é possivel ter titulos fidedignos para confirmagao da doenga (SKYES et al., 2023).
Alguns outros fatores contribuem para a técnica ndo conseguir diagnosticar sozinha a
leptospirose, como: a utilizagdo de antimicrobianos como tratamento ao primeiro sinal
da doenga, quantidade limitada de sorovares que sao testados na técnica, e titulos
pos vacinais que podem persistir em conjunto com titulos de cepas presentes no
ambiente (SKYES et al., 2023).

O diagnostico de zoonose, nao é possivel ser confirmado somente com um
positivo ou negativo encontrado na MAT, trazendo a necessidade de associar a outra
técnica diagndstica, como a detecgao de DNA, que pode trazer resultados antes da
soroconversao, logo no inicio da infecgdo, com amostras de sangue ou urina (SKYES,
et al., 2023). Ressaltando a importancia da continuidade de estudos relacionados a
técnicas diagndsticas de leptospirose canina, visto que, testes padrao-ouro nao

significam que sdo os melhores para diagnéstico.

Os resultados encontrados direcionam para hipotese de que os sorovares
circulantes no Brasil ndo sejam somente aqueles encontrados em vacinas comerciais.
Ainda sim essa hipotese ndao pdde ser confirmada somente com os dados
apresentados nesse relatério, uma vez que ainda faltam ser realizadas as etapas de
identificacdo dos isolados obtidos. Dessa forma, a investigagdo e vigilancia
epidemioldgica continua da leptospirose canina aguda pode contribuir para a eventual
inclusdo de novas cepas circulantes no territério, sendo atém o momento a principal
estratégia para determinar quais leptospiras de fato infectam caes no pais. Somente

o isolamento possibilita a caracterizacdo de estirpes infectantes de leptospirose,
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informacéo indispensavel para compreensdo do cdo na cadeia epidemioldgica da

doenca.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a combinagdo de multiplos testes
laboratoriais foi benéfica para o diagndstico definitivo da leptospirose canina,
considerando as limitacbes especificas de cada método. A técnica de PCR
mostrou-se essencial para o diagndstico precoce da infec¢ao, enquanto o teste de
MAT desempenhou um papel relevante na identificagdo de animais em estagios
tardios e convalescentes da doencga. Além disso, a caracterizacao das leptospiras
isoladas, juntamente com os resultados do MAT quanto aos provaveis sorogrupos
infectantes, contribuira para uma melhor compreensdo das leptospiras que
efetivamente circulam nas populagées caninas do Brasil. Esses dados, somados
ao conhecimento ja disponivel na literatura cientifica, poderdo embasar o
desenvolvimento de vacinas mais adequadas a realidade epidemioldgica local,
tornando o controle da infeccdo em caes mais eficaz, reduzindo a contaminagao

ambiental e minimizando o risco de transmissao zoonética do patégeno.
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