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ZADRA, V.F. Infeccdo Leptospirica em Caes: Estudo Soroldgico,
Bioquimico e Molecular, e Avaliacdo de Fatores de Risco. Botucatu, 2017.
86 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A leptospirose figura entre as principais zoonoses em todo o mundo. Os
animais domésticos e silvestres sdo elos fundamentais na cadeia de
transmissdo do patdégeno para o0s seres humanos. Dentre 0s animais
domésticos, o cdo é reconhecido como importante fonte de infeccdo em areas
urbanas, representando sério problema de saude publica. Mesmo imunizados,
0s cdes podem eliminar leptospiras na urina durante longos periodos. O
contato com &gua ou solo contaminado pela urina destes animais constitui
importante via de transmissdo o humano. O objetivo desse trabalho foi avaliar
318 cdaes portadores assintomaticos para 0 género Leptospira spp. em
amostras obtidas do HV da FMVZ, do canil municipal e de cdes domiciliados no
municipio de Botucatu — SP pelas técnicas de soroaglutinacdo microscopica
(SAM), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para Leptospira spp, e
avaliacdo bioquimica. Aplicou-se também um questionario epidemioldgico para
avaliacdo dos fatores de risco da doenca no municipio. Os sorovares mais
prevalentes foram NUP 50%, Gryppotyphosa 42%, Copenhageni 52%,
Icterohaemorrhagiae 42%, observando-se uma prevaléncia de 42,77% de
sororeagentes. Nao foram encontradas amostras positivas pela técnica de
PCR. O fator de risco estatisticamente significante foi a variavel zona urbana,
sendo mais prevalente os animais sororreagentes provenientes dos bairros da
zona sul e oeste do municipio de Botucatu - SP. Conclui-se que a bactéria
leptospira estd circulante nos cdes assintométicos avaliados, podendo-se

dispersar a bactéria para outros animais e inclusive para os humanos.

Palavras - chave: leptospirose, caes, epidemiologia, fatores de risco,

diagndstico de portadores.



19

ZADRA, V.F. Leptospira Infection in Dogs: a Serological, Biochemical and
Molecular study, and Evaluation of Risk Factors. Botucatu, 2017. 86 p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista

ABSTRACT

Leptospirosis is among the leading zoonoses worldwide. Domestic and wild
animals are key links in the transmission chain of the pathogen to humans.
Among domestic animals, the dog is recognized as an important source of
infection in urban areas, representing a serious public health problem. Even
immunized, dogs can eliminate leptospires in the urine for long periods. Contact
with water or soil contaminated by urine of these animals constitutes an
important human transmission route. The objective of this study was to evaluate
318 dogs asymptomatic carriers for the genus Leptospira spp. In samples
obtained from the veterinary hospital of UNESP, the municipal kennel and dogs
domiciled in the municipality of Botucatu - SP by the microscopic serum
agglutination (SAM) techniques, polymerase chain reaction (PCR) for
Leptospira spp, and biochemical evaluation. An epidemiological questionnaire
was also applied to evaluate the risk factors of the disease in the municipality.
The most prevalent serovars were NUP 50%, Gryppotyphosa 42%,
Copenhageni 52%, Icterohaemorrhagiae 42%, with a prevalence of 42.77% of
seroreagents. No positive samples were found by the PCR technique. The
statistically significant risk factor was the urban zone variable, the most
prevalent being the seroreagent animals from the southern and western districts
of the city of Botucatu - SP. It is concluded that leptospira bacteria are
circulating in the asymptomatic dogs evaluated, being able to disperse the

bacteria to other animals and even humans.

Key —words: leptospirosis, dogs, epidemiology, risk factors, carrier diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de importancia mundial. E uma doenca
infectocontagiosa causada por bactérias do género Leptospira, que sao
espiroquetas aeroObicas, que se deslocam por movimentos “saca-rolha”,
caracterizados por flexdo, extensdo e rotacdo em seu proprio eixo (DAHER;
ABREU; SILVA JUNIOR, 2010; GOLDSTEIN, 2010).

Rattus norvegicus (ratazana) € o0 mais importante reservatério de
Leptospira spp., principalmente em regides urbanas, sendo 0s principais
hospedeiros de manutencéo da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae, ambos pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae,
responsaveis por causar ictericia grave em animais e seres humanos (VIEGAS
et al., 2001; DAHER; ABREU; SILVA JUNIOR, 2010).

Segundo Blazius et al. (2005), no periodo entre 1980 e 2003, a Secretaria
de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, confirmou 53.354 casos de
leptospirose humana no Brasil. Entre 1994 a 2003, foram registrados 3.324
casos por ano, com taxa média de letalidade anual de aproximadamente 10%.

Leptospira spp. invade o hospedeiro pela mucosa oral, nasal, e/ou ocular,
assim como através da pele lesada. Estas bactérias multiplicam-se
rapidamente nas células endoteliais vasculares, migrando para tecidos como
figado, rins, baco, sistema nervoso central (SNC), olhos, pulmfes e trato
genital. O periodo de incubacédo € de aproximadamente sete dias nos cées,
podendo ocorrer variagcdes (GREENE et al., 2012).

Os caes possuem importante papel na disseminacédo da doenca, atuando
como fonte de infec¢cdo para os humanos devido a relacdo de proximidade
entre estas espécies. Mesmo apls o tratamento, muitos cdes podem
permanecer portadores renais inaparentes da Leptospira spp. por tempo
indeterminado, podendo, assim, eliminar esta bactéria pela urina no ambiente,
durante semanas, meses ou anos, colocando em risco outros animais e
humanos. Desta forma, os cdes seguem como disseminadores das leptospiras
representando grande risco para a saude publica (MODOLO et al., 2006;
MAGALHAES et al., 2007; AZOCAR-AEDO, SMITS, MONTI, 2014).

O estudo epidemiologico da leptospirose é dificultado pela diversidade

dos sorovares, variagdes regionais, assim como pelo grande espectro de
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espécies domésticas acometidas. JA se constatou, porém, a existéncia da
predilecdo de sorovares por determinadas espécies, podendo um Unico
hospedeiro ser infectado por mais de um sorovar concomitantemente
(GOLDSTEIN, 2010).

Devido a grande dificuldade de cultivo e isolamento das leptospiras, a
sorologia torna-se o meétodo de diagndstico mais utilizado nos inquéritos
epidemioldgicos de leptospirose (SILVA et al., 2009; MORIKAWA, et al., 2015).

A Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) com antigenos vivos € o teste de
referéncia para o diagnéstico da leptospirose animal e humana (BRASIL, 1995;
WHO, 2003). A identificacdo de caes portadores assintomaticos é objeto de
grande preocupacao do ponto de vista de saude publica, bem como para o
profissional que exerce a clinica (KOIZUMI, et al., 2013).

O presente estudo objetivou avaliar a prevaléncia de cées portadores
assintomaticos de leptospiras, visando avaliar as areas de risco e procedéncia
dos animais, no municipio de Botucatu — SP, pelo exame soroldgico pela
técnica de SAM, PCR de urina, perfil bioquimico e aplicacdo de um
questionario epidemiolégico aos proprietarios dos animais para identificar os
fatores de risco (Anexo 1).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

O primeiro relato de leptospirose em caes ocorreu em 1850 por Hafer,
30 anos antes da doencga ser descoberta em seres humanos. Em 1858, na
Alemanha, foi descrita uma epizootia em caes, na época denominada
enfermidade de Stuttgart. Em 1886, Weil caracterizou a doenca como sindrome
febril com hemorragias e ictericia em humanos, sendo assim, denominada
doenca de Weil (ENRIETTI, 2001; PAES, 2016).

Stimson em 1907, nos EUA, visualizou espiroquetas em coloracdes a
base de prata em formatos de ganchos terminais, chamando-as de Spirochaeta
interrogans devido sua semelhanca ao ponto de interrogacao (PAES, 2016).

Noguchi em 1918, no Japao, definiu o género Leptospira. Em seguida,
Ido, denominou Leptospira icterohaemorrhagiae como agente da doenca de
Well, e identificou o agente da febre dos sete dias, conferindo o nhome de
Leptospira hebdomadis. A partir dessa data, foram descobertos novos
sorovares em todo o mundo (ENRIETTI, 2001; PAES, 2016).

Em 1931, Klarenbeek e Schuffner na Holanda, descreveram o sorovar
Canicola para um sorotipo canino diferente. Em 1957, foi identificada a
predominancia dos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae em cdes na
Inglaterra (PAES, 2016).

Azevedo em 1945 no Brasil realizou o diagndstico da leptospirose em
cdes. Em 1948, Guida e colaboradores, identificaram cées com leptospirose
pelos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae. Santa Rosa, Pestana de
Castro e Caldas, em 1962, isolaram o sorovar Icterohaemorrhagiae em caes
(PAES, 2016).

2.2 Agente etioldgico

As leptospiras tem formato de espiroqueta e sdo bactérias aerdbicas,
gram negativas, delgadas, flexiveis e filamentosas com 0,1 a 0,2 um de largura
e 6 a 12 um de comprimento (GOLDSTEIN, 2010). Possuem formato em

espiral, com um gancho terminal, e um cilindro composto por citoplasma ou
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protoplasma envolto por uma membrana interna. Este cilindro envolve um
filamento axial central composto de flagelos periplasmaticos responséavel pela
motilidade. O cilindro periplasmatico e o filamento axial central sédo envolvidos
por uma membrana externa. A motilidade ocorre devido a movimentos de
extensdo e flexdo, enquanto ocorre rotagcdo ao longo do filamento axial
(LANGSTON; HEUTER, 2003; GOLDSTEIN, 2010).

A bactéria é facilmente visualizada por microscopia de campo escuro em
preparacdes a fresco. Apesar de serem classificadas como gram-negativas,
apresentando estrutura da parede celular lipidica, as leptospiras ndo séo
coradas pela técnica de Gram, Giemsa e corante de base Romanowsky, devido
as suas dimensodes reduzidas. (LEVETT, 2001).

A parede celular das leptospiras é composta por peptideoglicanos
associados a membrana interna, que é composta de lipoproteinas e proteinas
de transmembrana como a peptidase e ImpL63 (GREENE et al., 2012). O
envoltorio externo é rico em lipopolissacarideos (LPS), tais como o LipL21,
LipL32, LipL36 e LipL41 e mucopeptidio, sendo assim, essa variabilidade de
composicdo estrutural determina os distintos sorovares e a produgédo de
anticorpos pelo hospedeiro. Devido aos altos teores de lipidios da membrana
celular, sdo exigidas coloracBes especiais a base de sais de prata, para
visualizacdo da bactéria, que assume coloracdo enegrecida (QUINN et al.,
2005; PAES, 2016).

As condicBes essenciais para a sobrevivéncia da Leptospira spp. no
ambiente sdo umidade e temperaturas elevadas. Aproximadamente 28 a 30°C
de temperatura e pH 7,6, sob aerobiose, sdo as condi¢cdes ideais para
crescimento e multiplicacdo da espécie (LEVETT, 2001). A membrana
citoplasmatica da leptospira € muito sensivel ao ressecamento, na auséncia de
umidade pode haver morte bacteriana em poucos minutos, sendo necessarios
substratos Umidos para favorecer um ambiente adequado para sua
manutencao e sobrevivéncia (QUINN et al., 2005).

Zuerner foi o primeiro pesquisador a demonstrar 0 genoma de uma
espiroqueta em 1991. Utilizando em seu estudo L. interrogans sorovar Pomona
por ser uma das leptospiras patogénicas mais comumente encontradas no

mundo. Os resultados demonstraram genoma de aproximadamente 5.000 kb
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de tamanho, com potenciais genes codificadores de proteinas (REN et al.,
2003).

Estudos sugerem que a membrana externa das leptospiras tem um perfil
de proteinas complexo. Até o inicio do século XXI, somente algumas proteinas
da membrana haviam sido caracterizadas. Nos Ultimos anos, diversas
proteinas de superficie das leptospiras tém sido identificadas e caracterizadas,
incluindo as proteinas da membrana externa, LipL36, LipL41, LipL32, Loa22,
proteinas da familia Len e as proteinas Lig. A expressdo das proteinas da
membrana externa sofre variagcbes de acordo com a patogenicidade da
bactéria (HARTLEBEN et al., 2013).

De acordo com Haake et al. (2000), a proteina mais encontrada na
membrana externa das leptospiras € denominada como LipL32. Pesquisadores
compararam as caracteristicas da membrana externa da mesma bactéria em
situacdes diferentes e foi concluido que a LipL32 € expressa em altos niveis
nao somente durante o cultivo bacteriano, mas também durante a infeccdo de
mamiferos, sendo sua sequéncia e expressao altamente conservadas entre as
espécies patogénicas (NALLY et al., 2005).

Em outro estudo, Monahan, Callanan e Nally (2008) pesquisaram pela
primeira vez o proteoma de leptospiras disseminadas na urina de animais
cronicamente infectados. A andlise do proteoma das leptospiras isoladas da
urina comparada com a do proteoma de leptospiras cultivadas in vitro
confirmou as diferencas entre a expressao de proteinas e de antigenos. A
diminuicdo da expressado de antigenos observada na bactéria da amostra de
urina sugere que a expressdao desses antigenos pode ser regulada em
hospedeiros de manutencdo manifestando doenca crbnica, podendo estar
relacionada a liberacéo das leptospiras dos tecidos para a urina. Desta forma, a
expressao de proteinas e antigenos pelas leptospiras pode variar dependendo

das condicdes do hospedeiro, sendo ele de manutencado ou acidental.
2.3Taxonomia
Leptospira spp. pertence ao género Leptospira, familia Leptospiraceae,

ordem Spirochaetales. O termo leptospira deriva do grego lepto (delgado) e do

latim spira (espiral), o que originou o termo espiral delgado (PAES, 2016).
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Até 1989 se conheciam somente duas espécies: Leptospira interrogans
(sensu lato), que agrupava as bactérias patogénicas; e Leptospira biflexa
(sensu lato), que incluia bactérias saprofitas, ndo patogénicas, e provenientes
do ambiente. Essa classificacdo era baseada em determinantes antigénicos da
bactéria, classificadas em sorogrupos e sorotipo. O sorovar tem importancia
epidemioldgica e clinica, uma vez que € possivel a infeccdo de um mesmo
individuo por sorovares distintos. Alguns sorovares sdo associados a
determinados reservatérios animais, o que € importante para o rastreamento de
fontes de infeccdo (LEVETT, 2004; SEGURO; ANDRADE, 2013; PAES, 2016).

Nas ultimas décadas, com base na diferenciagdo dos antigenos de
superficie das espécies de leptospira, a classificacdo fenotipica em sorovar, foi
substituida pela classificacdo antigénica, sendo que 0s sorovares com
antigenos comuns sao caracterizados em sorogrupos. Atualmente, mais de 250
diferentes sorovares sao reconhecidos, agrupados em 24 sorogrupos, dos
quais pelo menos dez sorovares sdo patogénicos para cdes (ADLER, DE LA
PENA MONCTEZUMA, 2010; GOLDSTEIN, 2010).

A determinacdo dos sorogrupos e sorotipos por métodos antigénicos
ainda tem valor clinico e epidemioldgico, apesar de nao ter respaldo
taxondmico nos casos em que a bactéria ndo pode ser isolada e classificada
geneticamente. Entretanto, alguns sorovares do mesmo sorogrupo podem
apresentar reatividade cruzada, dificultando o diagndstico sorologico (PAES,
2016).

Alteracbes taxonbmicas foram realizadas de acordo com estudos
recentes da homologia do DNA, e detalhada na List of Prokaryotic Names With
Standing in Nomenclature (LPSN), sendo que o género Leptospira passou a
ser classificado em genoespécies (genomoespécies). Atualmente séao
reconhecidas 23 espécies por homologia de DNA, dentre elas as néo
patogénicas: L. biflexa (sensu stricto), L. meyeri, L. wolbachii; L. indonii, L.
vanthielii, L. terpstrae e L. yanagawae; as intermediarias ou oportunistas: L.
inadai, L. fainei, L. broomii, L. wolfii e L. licerasiae; e as patogénicas: L.
interrogans, L. borgpetersenii, L. alexanderi, L. kirschneri, L. noguchii, L.
santarosai, L. weilli, L. kmetyi, L. mayottensis e L. alstonii (SMYTHE et al.,
2013; LPSN, 2015; PAES, 2016).
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A classificacdo genotipica esta baseada nas sequéncias dos genes que
codificam o acido nucleico. As novas genoespécies L. interrogans e L. biflexa
(stricto sensu) ndo correspondem as duas espécies prévias (lato sensu) assim
denominadas e, nelas bem como em muitas das outras novas espécies,
coexistem sorovares patogénicos e nao patogénicos. Desta forma, os
sorogrupos e 0s sorovares classicos guardam relagdo com as novas
genoespécies. Portanto, esta nova classificacdo, embora taxonomicamente
correta, € problematica para o microbiologista clinico, porque é claramente
incompativel com o sistema de aglutinagbes em sorogrupos e sorovares, que
tdo bem serviu a clinica e a epidemiologia por tantos anos (LEVETT, 2004;
CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

Em diversos estudos com cées, 0s sorovares mais encontrados foram
Canicola e Icterohaemorrhagiae. Com a introducdo da vacina contendo estes
dois sorovares, ha mais de 50 anos, ocorreu uma reducédo no niumero de casos
relatados de leptospirose canina pelos sorovares Canicola e
Icterohaemorrhagiae (MODOLO et al., 2006; MAELE et al., 2008). Em
contraste, outros sorovares tém sido descritos envolvidos na leptospirose
canina, particularmente Grippotyphosa, Bratislava e Pomona (MAELE et al.,
2008).

2.4 Epidemiologia

A leptospirose possui distribuicdo mundial, estando presente em todos
0S continentes exceto na Antartica. Ocorre com maior frequéncia nas regides
tropicais, cuja condicdes de umidade e temperatura contribuem para a
sobrevivéncia da bactéria no ambiente. A enfermidade também € comum em
paises subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento, pela precariedade dessa
infraestrutura sanitaria. No Brasil, a leptospirose € considerada uma doenca
endémica presente em todo territério nacional (MODOLO et al.,, 2006;
MARTINS; LILENBAUM, 2013).

Em determinadas regides é possivel observar o efeito sazonal, na
ocorréncia da doenca. No verdo aumentam o numero de casos de leptospirose,

provavelmente em decorréncia de altos indices pluviométricos, em contraste
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com o inverno (JOUGLARD; BROD, 2000; BLAZIUS et al., 2005; FONZAR;
LANGONI, 2012; KIKUTI, et al., 2012).

As infeccdes sdo observadas em caes provenientes de ambientes rurais
ou suburbanos, que sdo expostos e/ou ingerem agua de lagos ou coérregos
contaminados. O numero de casos provenientes de cdes urbanos vem
aumentando, provavelmente pelo contato com roedores infectados ou com a
urina desses. A leptospirose também tem sido diagnosticada em cées que
vivem em canis sem condi¢cdes sanitarias adequadas (MODOLO et al., 2006;
MORIKAWA, et al., 2015).

A infeccdo ocorre pelo contato direto com a urina ou tecidos de animais
infectados, durante a manipulacéo, ou pelo contato indireto a partir da agua ou
solo Uumido previamente contaminados pela urina de um animal infectado
(ZAKERI et al., 2010; LAVINSKY et al., 2012). Outras formas de transmisséo
menos comuns sao a transmissdo transplacentaria (FELT et al., 2011), e a
inalacdo de aerossoOis contendo goticulas de agua contaminada (LEVETT,
2001). A leptospira penetra ativamente ao entrar em contato com mucosas,
principalmente oral e ocular, ou solu¢des de continuidade da pele. Quando ha
exposicdo prolongada, durante banhos em rios, lagos, ou enchentes, também
pode haver penetracdo de leptospiras pela pele integra (FELT et al., 2011).

Quando a leptospira esta fora do hospedeiro, ela ndo € capaz de se
multiplicar. Para que a transmissao indireta ocorra, as condigdes ambientais
devem favorecer a sobrevivéncia das leptospiras, como presenca de agua
parada. Na agua, a bactéria forma um biofilme em superficies organicas ou
inorganicas, contendo colénias do micro-organismo. Solo favoravel a
manutencdo da bactéria possui pH neutro a levemente alcalino. Estas
espiroguetas sobrevivem na urina ndo diluida com pH é&cido (pH 5,0 a 5,5),
porém o pH alcalino promove ambiente mais adequado. A temperatura
ambiental para a sobrevivéncia varia entre 0 e 25°C, enquanto que O
congelamento, dessecacdo e exposicdo a raios ultravioletas diminuem a
viabilidade bacteriana (LEVETT, 2001; GOLDSTEIN, 2010).

Quando a bactéria invade um novo meio, como por exemplo, 0 meio
ambiente, o hospedeiro ou superficies abibticas, ela pode assumir duas formas:
a forma planctbnica, na qual a bactéria circula isoladamente ou a forma de

biofilme, quando bactérias isoladas fazem adesédo as superficies abioticas
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(plasticos, vidros, metais e minerais) ou bidticas (plantas e tecidos animais) e
comegam a se agregar e a produzir uma matriz onde microcolonias séo
formadas. A partir da formacdo de microcolbénias o biofiilme € gerado
(PASTERNAK, 2009).

Ristow e colaboradores em 2008 estudaram pela primeira vez a
capacidade de formacdo de biofiime pelas leptospiras. A capacidade de
agregacdo celular e formacdo de biofilme podem ser responsaveis pelo
prolongamento do tempo de sobrevivéncia, representando um importante papel
na manutencgdo das bactérias em diferentes habitat.

A capacidade de formacao de biofilmes pode ter grande relevancia na
manutencdo dos portadores crénicos como reservatérios da doenga, pois 0S
microorganismos se tornam mais resistentes aos antibiéticos, apresentando
sobrevivéncia mais duradoura (RISTOW, et al., 2008).

A leptospira é propagada no ambiente pelos hospedeiros reservatorios
assintomaticos, que eliminam a bactéria pela urina por varios meses ou por
toda a vida. Vérias espécies podem atuar como reservatorios, tanto domésticas
como selvagens (LEVETT, 2001).

O reservatério primario (ou de manutencdo) € altamente susceptivel a
infeccdo, ocorrendo principalmente pelo contato direto entre os animais durante
a fase inicial da vida. Os reservatorios primarios mantém a infeccéo renal e
eliminam leptospiras pela urina, sendo 0s maiores responsaveis pela
contaminacdo ambiental. O reservatdrio secundario (ou acidental) tem baixa
susceptibilidade a infeccao, as lesbes e 0s sinais clinicos sdo mais frequentes
e mais graves, porém se tornam transmissores pouco eficientes (KLAASEN et
al., 2003; MAELE et al., 2008).

Os principais reservatérios sdo os roedores de habitos sinantropicos.
Secundariamente aos roedores, 0S cdes representam importante papel na
epidemiologia da leptospirose humana devido a proximidade com os seres
humanos (LAVINSKY et al, 2012; TAYLOR; KARAMADOUKIS, 2013;
PICARDEAU et al., 2014). A espécie Rattus norvegicus (ratazana de esgoto) €
O reservatorio primario das leptospiras pertencentes ao Ssorogrupo
Icterohaemorrhagiae e Ballum, sendo capaz de manter a infeccdo e eliminar

leptospiras pela urina por longo tempo (PAIXAQO et al., 2014). Outros roedores



29

considerados importantes reservatorios sao o rato — preto (Rattus rattus) e o
camundongo (Mus musculus) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

E importante ressaltar que a correlacéo ou predilecéo entre reservatorios
e sorovares podem variar de acordo com a regido. O estudo epidemiologico
dessas variacbes € de grande importancia. Os bovinos, suinos, ovinos,
caprinos, equinos também podem atuar como fontes de infeccdo (LANGONI et
al., 1999; SILVA et al., 2009; MARTINS; LILENBAUM, 2009; BARBANTE et al.,
2014).

Modolo et al. (2006) realizaram um estudo com 775 caes do municipio
de Botucatu, SP, que participaram da campanha antirrdbica. Nestes animais
houve grande prevaléncia de caes reagentes a técnica de SAM, provavelmente
devido aos habitos de marcacao territorial e comportamento sexual, expondo-
se mais ao patégeno do que as fémeas. Neste mesmo estudo também ocorreu
maior prevaléncia em caes sem racga definida, quando comparado a caes de
racas puras. Em estudo similar, Magalhdes et al. (2007) obtiveram a mesma
conclusao, observando que cdes machos e sem raca definida apresentaram
maior risco de infecgao.

Estudos realizados com felinos domésticos descrevem estes animais
como refratarios a doenca. Entretanto, Langoni et al. (1998) detectaram
aglutininas anti-leptospiras em nove amostras de soro de gatos (9/200), de
varias regides do pais, com titulos de anticorpos, variaveis de 100 a 400 Ul,
consideram-se como reagentes titulos iguais ou superiores a 100 Ul. Os
sorovares prevalentes nos felinos foram: 4 (44,4%) Icterohaemorrhagiae, 2
(22,2%) Patoc, 1 (11,11%) Canicola, 1 (11,11%) Gryppotyphosa e 1 (11,11%)

Andamana.

2.5 Patogenia

As leptospiras sdo capazes de invadir membranas mucosas intactas
como a oro-nasal, ocular e tegumento, lesionadas ou Umidas por longos
periodos. A bactéria multiplica-se rapidamente apOs atingir a corrente
sanguinea e se dissemina para diversos tecidos incluindo rins, figado, baco,
sistema nervoso central, olhos e trato genital (MAELE et al., 2008;
GOLDSTEIN, 2010).
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Em geral, o periodo de incubacdo € de sete dias, embora dependa da
dose infectante, condi¢cdes de exposicdo natural, patogenicidade da linhagem e
imunidade do hospedeiro. Na fase aguda ocorre leptospiremia, durando em
meédia de uma a duas semanas, sendo o periodo em gque aparecem 0s sinais
clinicos (GREENE et al., 2012).

As leptospiras apresentam diversos fatores de patogenicidade que estao
associados a capacidade de invasao no hospedeiro e de lesdo nos tecidos
atingidos. A presenca de endoflagelo na bactéria possibilita a motilidade em
meios viscosos, facilitando a invasédo e a disseminacéo apoés a infeccao inicial.
As fibronectinas sdo proteinas de membrana que interagem com o tecido do
hospedeiro, conferindo aderéncia as leptospiras na mucosa invadida. A
esfingomielinase H forma poros na célula do hospedeiro, promovendo a
penetracdo celular e agravando ledes celulares no organismo acometido. Ja os
peptidioglicanos ativam as células endotelias vasculares, aumentando a
adesao de neutroéfilos e levando a inflamacao sistémica do endotélio vascular.
Os LPS promovem a aderéncia de neutréfilos as células endoteliais vasculares
promovendo a ativacdo plaquetaria, ativam os macréfagos, estimulando a
producédo de interleucinas (IL-1 e IL-10) e também fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a). Os LPS causam lesdes teciduais e vasculite, levando a reducédo do
fluxo sanguineo para os tecidos e oOrgao afetados, aumentando a
permeabilidade vascular, além de induzir a trombocitopenia e coagulacdo
intravascular disseminada (GREENE, et al., 2012; PAES, 2016).

As leptospiras ndo induzem resposta adequada do sistema imune do
hospedeiro infectado e a acdo da maioria dos antimicrobianos ndo consegue
alcancar o interior das células tubulares renais, facilitando a sobrevivéncia e
multiplicacdo dessas bactérias, tornando os rins mais susceptiveis a infeccao.
Os anticorpos também tém dificuldade de passar a barreira glomerular,
conferindo um vazio imunolégico aos rins, resultando em longos periodos de
permanéncia desse micro-organismo no sistema renal (ELLIOT; GRAUER,
2007; PAES, 2016).

A leptospirdria é a eliminagdo da bactéria pela urina de forma
intermitente. A eliminagdo do micro-organismo pela urina inicia-se ap0s 72
horas poés-infeccdo e se extende por semanas ou meses em animais

domésticos e até mesmo por toda a vida em roedores (; PAES, 2016).
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Os quadros de hemorragia, edema, congestao e vasculite generalizada
ocorrem devido a aderéncia de fagocitos, a liberacdo de citocinas e agregacao
plaguetaria induzida pela presenca de LPS da membrana da bactéria,
concomitantemente com a multiplicacdo ativa do agente no endotélio vascular
(SCHULLER et al., 2015; PAES, 2016).

Os rins sdo um dos principais orgaos-alvo afetados na leptospirose. As
lesBes renais sdo causadas diretamente pela acdo das leptospiras, bem como
pela resposta imune do préprio hospedeiro. A insuficiéncia (ou injuria) renal
aguda (IRA), como é conhecida, € uma sindrome caracterizada pelo declinio
abrupto da funcdo renal que resulta na incapacidade dos rins em excretar
residuos metabdlicos e controlar o equilibrio eletrolitico e acido béasico
(GRANT, FORRESTER, 2008; SEGURO, ANDRADE, 2013).

Segundo Elliot e Grauer (2007) na IRA estdo envolvidos basicamente
mecanismos de alteracdes estruturais e bioquimicas que culminam com
comprometimento vascular e celular, descamacdo do epitélio tubular e
obstrucdo intraluminal e inflamacdo que induzem a uma queda na
funcionalidade renal. As leptospiras invadem os capilares renais e o intersticio
do 6rgdo, multiplicam-se e persistem nas células epiteliais tubulares resultando
em leptospirdria. As lesfes nesses locais levam a IRA, levando a diminui¢do da
filtracdo glomerular por edema, prejudicando a perfusdo sanguinea renal. Os
rins sofrem vasculite, as lesdes endoteliais causam isquemia no parénquima
renal, seguido de necrose celular e infartos renais. Podem levar a nefrite
intersticial, pielonefrite, necrose tubular aguda e glomerulonefrite por depdsito
de imunocomplexos. A uremia gerada pelo decréscimo de filtracdo glomerular
potencializa a vasculite e consequentes hemorragias (SCHULLER et al., 2015;
PAES, 2016).

A IRA na leptospirose apresenta oliguria mas com niveis séricos de
potassio diminuidos, pois ha lesdo do tubulo proximal, determinando a
diminuicdo de reabsorcdo tubular de sbédio. O aumento da secrecdo de
potassio no tubulo distal € causado pelo fluxo urinario intenso e elevado aporte
de sodio do tubulo distal. Sendo que em cées, a hipercalemia sérica
desenvolve-se somente na fase terminal da falha renal oligurica (PAES, 2016).

Acidos graxos insaturados da frac&o glicolipidica das leptospiras, inibem

a bomba de sodio-potassio adenosina trifosfato (Na, K ATPase), o que contribui
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para a perda de potassio urinario observada em muitos cdes com leptospirose
(ANDRADE et al., 2007). Alteracbes como bicarbonaturia, glicosuria, e
excrecao de acido urico e fosfato também sdo observadas, podendo persistir
uma deficiéncia em concentrar a urina por longos periodos (DAHER; ABREU,;
SILVA JUNIOR, 2010).

A lesdo renal na leptospirose é uma combinacdo de lesdes tubulares
agudas e nefrite intersticial. A membrana externa da bactéria possui uma
lipoproteina chamada LipL 32 que quando em contato com as células tubulares
renais, se ligam ao receptor Tool-like2 (TRL-2), induzindo a ativacdo do fator
nuclear kappa B expressando genes inflamatoérios a partir de RNA mensageiro,
aumentado a producédo de 6xido nitrico, proteinas com quimiotaxia a monaocitos
e TNF-a, estimulando também a producdo de IL-1. A necrose tubular aguda
reflete os efeitos toxicos dos LPS das leptospiras e da lipoproteina LipL 32, e
também os efeitos indiretos da desidratacdo, hipovolemia e isquemia por
perdas ibnicas e incapacidade dos rins em concentrar urina (PAES, 2016).

As leptospiras invadem os capilares renais e o intersticio do 6rgéo,
multiplicam-se e persistem nas células epiteliais tubulares resultando em
leptospiraria. Essas lesbes levam a IRA, com a diminuicdo da filtracdo
glomerular por edema, prejudicando a perfusdo sanguinea renal. Os rins
sofrem vasculite, as lesGes endoteliais causam isquemia no parénquima renal,
seguido de necrose celular e infartos renais. Podendo levar a nefrite intersticial,
pielonefrite, necrose tubular aguda e glomerulonefrite por depdsito de
imunocomplexos. A uremia gerada pelo decréscimo de filtracdo glomerular
potencializa a vasculite e consequentes hemorragias (PAES, 2016).

A creatinina é excretada exclusivamente pelos rins, apés a sua liberacéo
pelo tecido muscular. A quantidade filtrada é igual a excretada e ndo é
reabsorvida pelos tabulos renais, refletindo a filtragcdo dos glomérulos. Ou seja,
em uma determinada situacdo onde ha queda da atividade glomerular, ocorre
acumulo da substancia com elevacédo da concentracdo sérica. O prognostico
dos cdes com leptospirose pode ser determinado pela preservacdo da funcéo
renal (PAES, 2016).

Infecgbes em caes pelos sorovares Canicola, Bratislava e Grippotyphosa

estdo associadas as alteracdes clinicas predominantemente renais, enquanto
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0s sorovares Icterohaemorrhagiae e Pomona levam ao maior acometimento
hepético (GREENE et al., 2012).

O figado é o segundo 6rgdo mais afetado pelas leptospiras, onde
disfuncbes hepaticas graves ocorrem por lesdes vasculares, que determinam
hemorragias, formacdo de trombos e infartos. Podem-se encontrar sequelas
como hepatite crénica e cirrose hepatica. Como consequéncias das lesdes
hepaticas, ha grande liberacdo de pigmentos biliares na circulacdo, sendo
potencialmente nefrotoxicos e complicando ainda mais o quadro de disfuncao
renal (PAES, 2016).

Os pulmdes sdo os 6rgdos menos acometidos pelas leptospiras, porém
a lesdo pulmonar aguda € resultado da acdo mecanica do micro-organismo nas
células endoteliais de revestimento dos vasos do tecido pulmonar. Muitos
animais evoluem para 06bito por edema pulmonar, hemorragias pulmonares e
pneumonia (PAES, 2016).

A rabdomidlise ainda é pouco estudada na leptospirose, porém muito
importante, pois causa ruptura de células do musculo esquelético, com
extravasamento de creatinina-quinase e mioglobina para o plasma. A
mioglobina é filtrada pelos glomérulos, lesando a membrana basal glomerular e
obstruindo os tubulos renais (PAES, 2016).

O prognostico dos animais com leptospirose esta relacionado com o
nivel de imunoglobulinas circulantes nos primeiros sete dias poés-infeccéo.
Cées com baixos titulos de imunoglobulinas anti-Leptospira (IgM e 1gG) tendem
a desenvolver doenca clinica renal e/ou hepatica (dependendo do sorovar
infectante). Os animais com moderados niveis dessas imunoglobulinas
apresentam infeccfes subclinicas, moderada leptospiremia e até auséncia de
leptospirdria. Porém, o0s animais com altos titulos frequentemente n&o
desenvolvem sinais clinicos e eliminam as leptospiras em poucos dias ap0s a
infeccdo (PAES, 2016).

2.6 Clinica

Os sinais clinicos encontrados em cédes com leptospirose variam de

acordo com a imunidade do hospedeiro, fatores ambientais, status vacinal e a
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viruléncia do sorovar infectante (TESSEROLLI et al., 2005; MAELE et al., 2008;
GREENE et al., 2012).

Na infeccdo aguda os primeiros sinais no cédo sao febre (39,5°C a 40°C)
e dores musculares generalizadas. Apds esta fase inicial se observa quadros
eméticos, rapida desidratacdo e colapso vascular periférico. Taquipnéia, pulso
rapido e irregular, e reducao da perfusdo capilar séo observados. As alteracdes
de coagulacéo e injurias vasculares sdo também observadas clinicamente pela
presenca de hemorragias pulmonares, hematémese, hematuria, hematoquesia,
melena, epistaxe e petéquias (MAELE et al., 2008; SEGURO; ANDRADE,
2013).

Nos casos em que a faléncia renal e/ou hepatica ocorre, as mucosas se
tornam ictéricas, e 0 paciente se encontra prostrado, deprimido e hipotérmico.
Ictericia ou aumento de bilirrubina sérica ocorrem em cdes com a forma aguda
da doenca. Colestase intra-hepatica devido a inflamacéo hepatica € observada
guando as fezes deixam de ser marrons e passam a ter coloracdo acodlicas.
Pacientes que apresentem hepatite crénica ativa ou fibrose hepética como
sequela da leptospirose, irdo apresentar sinais como inapeténcia cronica, perda
de peso, ascite, ictericia e encefalopatia hepatica. A hepatite cronica
progressiva pode ocorrer em casos onde ndo ha sinais clinicos compativeis
com o envolvimento de outros 6rgdos (ENRIETTI, 2001; MAELE et al., 2008;
PAES, 2016).

Infecgbes agudas séo caracterizadas por anorexia, émese, desidratacéo
e polidipsia. Nestes casos, a temperatura retal encontra-se dentro dos limites
de referéncia, e a perda de peso esta associada a reducdo do apetite devido a
hiperestesia pela inflamacédo ou uremia. Na palpacdo abdominal os animais
manifestam desconforto devido ao processo inflamatério visceral. Os rins
podem estar de tamanhos normais ou um pouco aumentados e doloridos a
palpacdo. Tosse e districdo respiratéria podem ser acompanhadas de
conjuntivite, rinite e tonsilite. A funcdo renal sofre deterioragéo identificada pela
presenca de anudria ou oliguria. A urina torna-se de coloragcdo escura
(popularmente denominada cor de “coca-cola”), ocorrendo diminuicdo da
frequéncia de micgbes. Animais que sobrevivem a infeccdo voltam a apresentar
func@o renal normal apds duas ou trés semanas, ou desenvolvem polilria
compensatoria cronica (GREENE et al., 2012; PAES, 2016).
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Em humanos, a leptospirose pode apresentar-se de forma clinica com
febre, polidipsia, anorexia, dores musculares, principalmente em panturrilhas.
Ha acometimento renal, devido a colonizacdo das leptospiras no parénquima
renal, gerando uma injuria renal aguda (nefrite). Em seguida ocorre
acometimento hepatico, inicialmente com ictericia e posteriormente piora do
quadro ictérico, ocorrendo como consequéncia a piora do quadro renal. Com
isso, 0os humanos infectados irdo apresentar azotemia, oliguria com posterior
polidria. Pode ocorrer também miocardite, identificada por alteracbes
eletrocardiograficas. Alguns humanos, porém, desenvolvem uma forma clinica
da doenca, caracterizada por estado febril, e em alguns casos ictericia
(ENRIETTI, 2001; MAELE et al., 2008).

2.7. Diagnostico

2.7.1 Aspectos laboratoriais

Caes acometidos pela leptospirose podem ser diagnosticados com base
nos sinais clinicos associados ao histérico compativel com a doenca.
Alteracfes laboratoriais também podem auxiliar no diagndstico. O hemograma
apresenta leucocitose por neutrofilia, com desvio a esquerda, anemia e
trombocitopenia, sendo essa Ultima consequéncia de vasculite, coagulacao
intravascular disseminada e uremia, pois a trombocitopenia € inversamente
proporcional aos niveis séricos de ureia (PAES, 2016).

A bioquimica sérica revela azotemia, enzimas hepéaticas elevadas e
alteracdes eletroliticas. O comprometimento renal é constatado pela elevacéo
dos niveis de ureia sérica, e a elevacdo da creatinina como resultado da
diminuic&o da filtracado glomerular (PAES, 2016). A disfungéo hepética pode ser
demonstrada pela elevacdo de ALT (alanina aminotransferase), FA (fosfatase
alcalina) e concentracéo total de bilirrubina. O aumento sérico de bilirrubina
pode prejudicar a filtracdo glomerular, causando efeitos nefrotoxicos. A
creatinina quinase (CK) pode encontrar-se aumentada devido a miosite (ADIN;
COWGILL, 2000; PAES, 2016). Pode-se observar também hiponatremia,
hipocloremia, hiperfosfatemia e hipocalemia em caes com leptospirose aguda e
insuficiéncia renal aguda (ANDRADE et al., 2007; PAES, 2016).
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Os exames de imagem também auxiliam no diagnéstico da leptospirose.
No exame ultrassonogréfico o sistema urindrio mostra renomegalia, pielectasia,
aumento da ecogenicidade cortical, acimulo de liquido perirenal e sinal
medular, ou aumento da ecogenicidade. A banda medular ndo € um sinal
especifico da leptospirose em cées e corresponde a regido de edema renal,
necrose e hemorragia. Ao exame radiologico pode-se observar padréo alveolar
nodular associado a hemorragia pulmonar oriunda de lesdo endotelial e
vasculite. Outras formas de diagnostico do agente sdo representadas pela
cultura bacteriana, ELISA, visualizagdo do micro-organismo por exame do
campo escuro e achados de necropsia (ENRIETTI, 2001; PICARDEAU et al.,
2014).

Os métodos de diagndstico diretos especificos identificam a presenca do
agente etiolégico e os métodos indiretos detectam anticorpos especificos
contra leptospiras. Normalmente os métodos indiretos sdo mais utilizados, por
serem mais rapidos e de menor custo, porém, atualmente as técnicas
moleculares tém sido mais recomendadas por serem altamente sensiveis e
especificas (GREENE et al., 2012).

O isolamento da bactéria é considerado o padréo ouro de diagndéstico,
apesar disso, o0 método é dificultado pela necessidade de imediata inoculacdo
pos-coleta em meios de cultura especificos e pelo demorado indice de
crescimento do micro-organismo (LEVETT, 2004; ADLER, DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

2.7.2 Soroaglutinagcdo microscopica

O método padrdo ouro indicado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para o diagnéstico da leptospirose em humanos e animais € a
Soroaglutinagcdo Microscépica com antigenos vivos (SAM). Esse meétodo
consiste em adicionar ao soro teste uma suspensdo de leptospiras vivas
mantidas em meio de cultura. Se houver anticorpos anti-Leptospira spp. no
soro testado, as bactérias se aglutinardo, formando complexos que podem ser
observados em microscopio de campo escuro (WHO, 2003).

A SAM detecta anticorpos das classes IgM e IgG, e nao pode diferenciar

entre infeccdo atual, recente ou antiga, ou até mesmo diferenciar anticorpos
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consequentes de infecgdo natural ou em resposta a vacinagéo. Desta forma, &
importante considerar o historico de imunizacdo dos pacientes submetidos ao
teste. Depois de 45 a 60 dias da vacinacao, os titulos de anticorpos contra
diversos sorovares encontrados na vacina podem persistir em um titulo de 100
ou mais (OIE, 2012).

Para o diagnéstico sorolégico é necessario que o animal apresente
anticorpos anti-Leptospira que geralmente ocorrem em uma fase mais tardia,
apos a fase aguda da doenca ou na fase de convalescéncia (PICARDEAU et
al., 2014). Caes naturalmente infectados possuem titulos de 800U ou mais,
para um sorovar que é epidemiologicamente importante para a espécie. O teste
pode ser falso negativo quando o sorogrupo envolvido na doenca ndo esta
incluso nos sorovares testes, ou quando o micro-organismo possui pouca
afinidade com os micro-organismos escolhidos para representar 0S sorogrupos.
Em alguns casos, animais saudaveis podem apresentar titulos devido a
exposicdo ao micro-organismo. Aumentos inespecificos de titulos podem
decorrer de reacdes cruzadas quando o animal foi previamente vacinado,
gerando resultados falso positivo (MODOLO et al., 2006; DAHER; ABREU;
SILVA JUNIOR, 2010; GREENE et al., 2012; PICARDEAU, 2013).

Caes com titulos muito elevados (de 1.600 a 12.800) no primeiro exame,
geralmente mantém altos titulos mesmo apds inicio da antibioticoterapia e o
declinio desses titulos demoram até quatro meses. Este tipo de resultado
demonstra uma infecgdo cronica e com persistente replicagdo do micro-
organismo. No entanto, € importante salientar que o0s niveis de titulos de
anticorpos ndo possuem relacdo com a gravidade dos sinais clinicos
apresentados pelo paciente (GREENE et al., 2012; PAES, 2016).

Diversos fatores podem influenciar na titulagido da SAM. E possivel que
a terapia antimicrobiana precoce reduza a titulacdo. Baixos titulos (< 400),
podem indicar exposicdo a outra espiroqueta que nao seja Leptospira spp.
(GOLDSTEIN, 2010).
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2.7.3 Identificagdo do micro-organismo

Recentemente, as leptospiras tém sido identificadas por métodos
moleculares como a PCR. Esta técnica permite diferenciar rapidamente
leptospiras patogénicas das nao patogénicas, e 0s sorovares especificamente
(KOIZUMI, et al., 2013).

Sangue, plasma ou urina sdo as amostras preferenciais para a
realizacdo da PCR, assim como fragmentos de 6rgéos de eleicdo como figado
e rins. O uso de antimicrobianos pode estar relacionado a negatividade de
exames de PCR. Devido a incerteza do inicio da infeccdo recomenda-se testar
amostras de sangue e urina concomitantemente (GREENE et al.,, 2012;
KOIZUMI, et al., 2013). Assim como o0s testes soroldgicos, a PCR pode gerar
resultados falso positivos ao detectar sorovares ndo patogénicos e micro-
organismos eliminados por animais portadores assintomaticos. Recomenda-se
associar os resultados dos testes laboratoriais aos achados clinicos e
hematoldgicos (PAES, 2016).

Por outro lado a PCR permite detectar as leptospiras antes mesmo de
ocorrer a soroconversao, viabilizando o diagnéstico precoce (MAELE et al.,
2008).

Outra vantagem do diagnéstico molecular é que a PCR identifica
leptospiras em animais portadores assintomaticos, que estdo eliminando o
micro-organismo pela urina, contaminando o ambiente e predispondo a
infeccdo de outros animais e humanos (ZAKERI et al., 2010; KOIZUMI et al.,
2013).

A técnica da PCR se divide em duas categorias baseadas na deteccéo
de genes que estdo universalmente presentes na bactéria, como o gene 16S
rRNA, o gene gyrB e o0 gene secY, ou na detec¢cdo de genes restritos as
bactérias patogénicas, como o gene lipL32, o ligA e o ligB, sendo os ultimos
mais efetivos em diagndsticos precoces da doenca (RICHTZENHAIN et al.,
2002; PICARDEAU, 2013).

Resultados falsos negativos podem ocorrer quando ha reduzida
quantidade de micro-organismos na amostra testada e redugdo de micro-

organismos por situacdes que os inibem como o pH &cido da urina, baixa
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sensibilidade de alguns testes e ineficiéncia no procedimento de extracdo do
acido nucléico (PICARDEAU, 2013).

2.8 Terapéutica

O tratamento especifico para a leptospira € o uso da antibioticoterapia. A
estreptomicina foi um dos primeiros medicamentos a ser utilizado, porém
atualmente existem mais opcdes para serem utilizadas em casos de animais
com leptospirose, de acordo com o quadro clinico do animal (GREENE et al.,
2012).

Penicilina e seus derivados sdo antibioticos de escolha para o
tratamento da leptospiremia em caes, pois tem 6tima difusdo pulmonar,
entérica, hepética e também no parénquima renal, porém ndo penetram nas
células tubulares renais, local de predilecdo das leptospiras para se
multiplicarem. Neste caso, 0s animais se tornam portadores renais e
apresentam leptospiraria prolongada (GUERRA, 2009; PAES, 2016).

Para eliminar o estado de portador, doxiciclina, estreptomicina e
derivados podem ser utilizados, ap0s o restabelecimento da funcéo renal. A
doxiciclina € indicada para a eliminacdo de leptospiras dos tubulos renais,
porém estudos in vivo demonstraram o0 uso da estreptomicina sendo mais
efetivo, podendo anular o estado de portador com apenas uma dose (PAES,
2016).

Inicialmente € instituida terapia de suporte de acordo com a gravidade
da doenca e o nivel de acometimento renal e hepatico. A desidratacdo e o
choque ocorrem em animais severamente acometidos. A coloca¢do de sonda
uretral é importante para mensurar o débito urinario em pacientes oliguricos. As
perdas decorridas de émese e diarreia devem ser contabilizadas para
reposicao por fluidoterapia intravenosa. Deve-se descontinuar a alimentacao
por via oral em animais que apresentem vomitos. Nestes casos, deve-se iniciar
terapia anti-emética associada ao uso de protetores gastricos (MAELE et al.,
2008; GREENE et al., 2012; PAES, 2016).

Caes oliguricos (débito urinario < 2,0 mL/kg/h) ou andricos devem ser
tratados inicialmente com rehidratacdo. Diuréticos osméticos como glicose de

10% a 20% (5mL/kg) ou manitol a 20% (0,5 g/kg), podem ser utilizados por via
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intravenosa de 30 a 60 minutos quando a funcdo renal ndo retorna apés
rehidratacdo. Se o tratamento com estes diuréticos ndo surtirem efeito,
administrar 2,5 a 5 pg/kg/minuto de dopamina ou agentes dopaminérgicos por
infusdo intravenosa. Diuréticos de acdo tubular como a furosemida (2 a 4
mg/kg) podem ser administrados associados a dopamina para aumentar o fluxo
renal. Terapias emergenciais como dialise peritoneal, ou preferencialmente
hemodialise, ou terapias de substituicdo continuas devem ser consideradas
quando a oliguria persiste e a azotemia for grave, sendo a IRA reversivel
(PAES, 2016).

A antibioticoterapia reduz a febre e leptospiremia em poucas horas.
Imediatamente ocorre a inibicdo da multiplicacdo, reduzindo rapidamente as
complicacbes da infeccdo como injuria renal e hepatica. A terapia
antimicrobiana deve ser instituida imediatamente ap0s a suspeita da doenca
(MAELE et al., 2008; GREENE et al., 2012; PAES, 2016).

Testes experimentais ‘in vivo” demonstraram sensibilidade das
leptospiras as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas e
macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina). O uso da penicilina e
derivados é de escolha para interromper a leptospiremia, mas sao incapazes
de eliminar as leptospiras dos rins em estudos com cdes e hamsters. A
penicilina ou ampicilina podem ser administradas por via parenteral nos
primeiros 14 dias para combater a leptospiremia. Aminoglicosideos ndo devem
ser administrados em cées portadores renais sem realizar novo exame de
funcdo renal, estando com todos os niveis dentro dos valores de referéncia.
Cefalosporinas de terceira geragcdo como ceftiofur conseguem eliminar as
bactérias dos tubulos renais de cades. A ceftriaxona também foi eficaz em
combater a leptospirose em humanos (MAELE et al., 2008; GREENE et al.,
2012; PAES, 2016).

Os pacientes recuperados devem ser monitorados pelo menos de seis a
doze meses apdés o fim da terapia, por causa do desenvolvimento de

complicacbes associadas a doenca renal cronica (GREENE et al., 2012).
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2.9 Imunizacao

A imunizacdo é sorovar-especifica e protege apenas contra a doenca
causada pelo sorovar homélogo ou sorovares similares antigenicamente.
Portanto, as vacinas precisam conter sorovares representativos daqueles
presentes na populacdo que sera imunizada (LEVETT, 2001).

As vacinas caninas geralmente contém antigenos que imunizam contra 0s
sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola, mas cdes imunizados podem ser
infectados com sorovares que nao estejam contidos nas vacinas comerciais
(GREENE et al., 2006). Visto a ocorréncia cada vez maior de outros sorovares
em cdaes, isto reforca ainda mais a importancia da pesquisa continuada no
desenvolvimento de novas vacinas contra leptospirose e a necessidade da
inclusdo de novos sorovares, visando a elaboracdo de vacinas mais efetivas e
com imunidade mais duradoura (BATISTA et al., 2004).

E importante salientar que as vacinas contra leptospirose sdo todas
inativadas, contendo bacterinas ou fracBes purificadas dos antigenos de
membrana (RODRIGUES et al., 2013). Essas vacinas tém como vantagens a
incapacidade de replicacdo da bactéria dentro do hospedeiro e serem bem
toleradas. Porém, elas induzem respostas sorologicas baixas e pouco
duradouras, em torno de seis a doze meses, sendo necessaria a revacinacao
duas vezes por ano, para a manutencédo da imunidade (BHARTI, NALLY, 2003;
KOIZUMI e WATANABE, 2005).

Todos os cées sob risco de infeccdo devem ser vacinados com duas
doses iniciais de vacina bivalente, a partir de pelo menos nove semanas de
idade e depois revacinados anualmente (RODRIGUES et al., 2013; MARTIN et
al., 2014). Apés a vacinagcdo, os cdes podem desenvolver anticorpos
homélogos em titulos > 800, dificultando a interpretacdo dos resultados da
SAM. Porém, um ano apds a vacinagdo, 0s cdes nao apresentam titulos de

anticorpos detectaveis pela reacdo de SAM (MARTIN et al., 2014).
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2.10 Reflexos em Saude Publica

O Brasil € 0 segundo maior pais do mundo em numero de cées, com uma
populacdo estimada em torno de 32 milhdes de animais. Estudos soroldgicos
realizados na populagdo canina brasileira ttm demonstrado o carater endémico
da leptospirose nesses animais (CASTRO et al., 2011; FONZAR, LANGONI,
2012; LAVINSKY et al., 2012). Segundo esses autores, as taxas soroldgicas
variam de 13 a 35% de soropositividade, sendo os sorovares mais prevalentes:
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa e Autumnalis.
Apesar de estes resultados apontarem o carater endémico da leptospirose
canina no Brasil, ndo existem estimativas quanto ao numero de céaes
infectados. Este fato tem gerado discussbes a respeito da efetividade, da
eliminacdo do status de portador renal cronico e duracdo da cobertura das
vacinas existentes contra a leptospirose nestes animais (MINKE et al., 2009).

Em humanos, os casos de leptospirose tém aumentado no mundo todo.
Estima-se que ocorra 1 caso a cada 100.000 habitantes/ano em areas
geograficas com clima temperado, mais de 10 casos a cada 100.000
habitantes/ano em &reas subtropicais, e mais de 100 casos a cada 100.000
habitantes/ano em areas endémicas e de surtos (HARTSKEER; COLLARES-
PEREIRA; ELLIS, 2011).

Humanos podem contrair a leptospirose por atividades recreativas e
ocupacionais. Leptospira sp. sobrevive em ambientes Umidos e caes
infectados, assim como outros animais, disseminam o micro-organismo pela
urina, podendo contaminar aguas utilizadas para ingestdo, banho ou em aguas
de lazer para os humanos. Elevados indices pluviométricos também sao
responsaveis pelo aumento da umidade ambiental como em solo inundado,
impedindo a evaporagdo da urina contaminada, mantendo as leptospiras
eliminadas viaveis no ambiente. O grupo com maior risco de contrair a
infeccdo sdo aqueles que possuem atividade ocupacional, expondo-se a
animais de vida livre ou domeésticos infectados, ou realizam atividades de
esporte e lazer ligados a agua. Estes individuos séo contaminados pelo contato
com urina dos animais infectados ou tem contato com fémites diariamente.

Estudantes e profissionais de medicina veterinaria podem se infectar durante
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treinamento clinico, em inspe¢édo de alimentos, ou em trabalho em fazendas
(MARTINS; LILENBAUM, 2013).

O envolvimento de cées na transmissdo da doenca aos humanos deve
ser considerado, uma vez que a urina contaminada € altamente contagiosa
para os humanos. Portanto, o contato com urina de animais suspeitos deve ser
evitado. As leptospiras ndo possuem a capacidade de penetrar a pele integra,
no entanto, pele com ferimentos abertos, hiper-hidratacdo devido a
permanéncia prolongada na agua, exposicdo de mucosas ou ingestdo de agua
aumentam o risco de infeccdo. O animal suspeito deve ser separado dos
demais animais e humanos, e mantido isolado. Luvas de latex devem ser
utilizadas pelos humanos ao manipular urina ou objetos contaminados pela
urina do animal. Cées submetidos a antibioticoterapia que nao tenham
capacidade de eliminar leptospiras dos tubulos renais, podem permanecer
eliminando leptospiras pela urina. Areas contaminadas pela urina de animais
doentes devem ser lavadas com detergente e posteriormente com
desinfetantes. Humanos com imunodeficiéncia representam alto grupo de risco
(JOUGLARD; BROD, 2000; GREENE et al., 2012; MARTINS; LILENBAUM,
2013).

Os céaes tém sido considerados um fator de risco para infeccdo de seus
donos por leptospiras. Um estudo na Califérnia, EUA, registrou 61 casos de
leptospirose em humanos durante os anos de 1982 a 2001, verificando-se que
10% dos casos estavam relacionados a proprietarios com caes portadores de
leptospiras (MEITES et al., 2004). Cdes domésticos sdo importantes
reservatorios de infec¢des para humanos porque eles eliminam a bactéria viva
na urina durante meses sem sinais clinicos (BATISTA et al., 2004).

Jouglard e Brod (2000) investigaram a prevaléncia de caes com
leptospirose em regido rural do municipio de Pelotas, encontrando maior
prevaléncia dos sorovares Icterohaemorrhagiae (30,77 %) e Copenhageni,
seguidos pelos sorovares Australis e Canicola (23,08%). Hamilton Rice (1926
apud Enrietti, 2001) realizou estudos experimentais na regido do Amazonas,
onde demonstrou a viabilidade da infeccdo em cées, assim como a possivel
disseminagéo da doencga para outros animais e aos humanos.

Querino et al. (2003), testaram 160 cdes de Londrina, PR, para leptospira

com a técnica de SAM e identificaram que 40% dos caes foram sororeagentes
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para 0 sorovar Icterohaemorrhagiae. Porém 45% foram reagentes para o
sorovar Pyrogenes, que € um dos sorovares mais patogénicos para 0s
humanos, ressaltando assim a importancia do cdo na epidemiologia da
leptospirose humana.

Tesserolli et al. (2005) realizaram o perfil sorolégico de 399 caes de
Curitiba, PR, onde 114 foram reagentes para Leptospira spp. O sorovar
Copenhageni (86,84%) foi 0 mais prevalente demonstrando a importancia dos
roedores na epidemiologia da doenca, enquanto o segundo sorovar mais
reagente foi o Canicola (9,65%), indicando que o cdo é também importante
fonte de infeccéo para os humanos.

Silva et al., em 2009, avaliaram 1.000 cdes da cidade de Botucatu, SP,
realizando o perfil soroldgico, onde 179 animais foram reagentes com titulacéo
= a 100. O trabalho foi realizado com caes participantes da campanha
antirrabica, onde o posto de Vila Sao Luis apresentou a maior prevaléncia da
doenca (44,2 %) e o da COHAB — V a menor (6,0%). Observaram-se também
reacdes para 20 sorovares, sendo os mais frequentes: Castellonis (28,68 %),
Autumnalis (19,12%), Pyrogenes (17,65 %), Icterohaemorragiae (11,03 %) e
Canicola (9,56%).

2.11 Prevencao

A prevencao da leptospirose esta ligada a eliminacdo da leptospira em
portadores renais. Animais de vida livre e animais selvagens sao reservatorios
assintoméaticos e, por sua vez, podem transmitir o patégeno para animais
domeésticos (PAES, 2016).

Para prevencéo da doenca deve-se controlar a presenca de roedores em
canis e residéncias, manter condicbes ambientais desfavoraveis a
sobrevivéncia das leptospiras, isolar animais infectados e vacinar
profilaticamente (FONZAR; LANGONI, 2012; GREENE et al., 2012).

Para o controle de roedores, evitar o0 acumulo e dar destino correto do
lixo, pois fornece alimento e abrigo para estes animais; utilizagéo de ratoeiras e
rodenticidas caso haja infestacdo de roedores; armazenar adequadamente

alimentos e racdo. Drenagem e canalizacdo de esgotos, tratamento e
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canalizacdo de cursos d’agua sdo medidas gerais de saneamento que também
ajudam o controle de roedores (WHO, 2003; PAES, 2016).

Os cées portadores renais de leptospira devem ser tratados com
antimicrobianos, pois podem apresentar leptospiraria por longos periodos,
atuando como fonte de infeccdo para outros animais e para os seres humanos
(ROJAS et al., 2010; PAES, 2016).

A imunizacdo em cées € uma medida profilatica especifica reduzindo a
ocorréncia da doenca e a gravidade de sinais clinicos. Os principais sorovares
incluidos nas vacinas sdo Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona e
Grippotyphosa (PAES, 2016). Os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae,
gque eram mais frequentes no céo, parecem estar diminuindo a ocorréncia,
dando lugar aos sorovares Grippotyphosa, Pomona e Bratislava (BROWN et
al., 1996). Em um estudo, Schreiber et al. (2005) concluiram que cées
vacinados contra leptospirose apresentam completa protecdo contra
leptospiremia e leptospirdria, ndo se tornando portadores renais, prevenindo
cées de adquirirem a doenca tanto de forma aguda como crénica. O protocolo
de vacinagdo adequado tem inicio em filhotes com nove semanas. S&o
realizadas trés aplicagbes com intervalo de 21 a 30 dias, e refor¢co anual
(GREENE et al., 2012). Klaasen et al. (2003) demonstraram que a imunidade
de um cédo vacinado corretamente pode durar por um ano (13 meses
aproximadamente) com vacina inativada bivalente (Canicola e
Icterohaemorrhagiae).

Em areas de alta incidéncia da doenca, locais expostos a inundacoes,
alagadicos, ambientes com excesso de cées errantes e com falta de
infraestrutura béasica, é recomendado a vacinacdo dos animais a cada seis
meses, utilizando apenas a vacina composta pelos sorovares da leptospira
(PAES, 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Identificar e avaliar a soroprevaléncia de anticorpos anti-leptospira em
cdes, bem como a pesquisa molecular por PCR dos cdes domiciliados,
atendidos no HV da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP e Canil Municipal de
Botucatu.

3.2 Objetivos Especificos

| - Realizar inquérito epidemiolégico com os proprietarios dos animais visando

estabelecer uma relacéo entre os sorovares e achados epidemioldgicos;
Il - Investigar os sorovares de Leptospiras spp. prevalentes em caes
assintomaticos e avaliar sua importancia e potencial zoondético, utilizando a

técnica de Soroaglutinagdo Microscépica (SAM);

[l - Detectar Leptospira spp. a partir de amostras de urina de caes pela técnica
de PCR convencional;

IV - Avaliar o perfil enzimético renal e hepatico dos céaes;

V - Avaliar os fatores de risco e as areas de procedéncia, associando a

soroprevaléncia dos cées na regido de Botucatu, SP.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1Calculo do tamanho amostral

O software Epi Info 3.5.1 (CDC, 2008) foi utilizado para determinar o
namero minimo de amostras (N=150), adotando 10% de prevaléncia esperada,
nivel de confianca de 95% e margem de erro de 5%. A populacéo total de cées
do municipio de Botucatu foi calculada baseada no levantamento pela
disciplina de “Planejamento de Saude Animal e Veterinaria Preventiva e Pratica
de Fazendas” da FMVZ — Unesp Campus de Botucatu, com base nas
campanhas anuais de vacinacdo contra a raiva de cées e gatos do municipio,
totalizando aproximadamente 27.000 cdes no ano de 2014. Para tanto, foram
utilizados 318 cées atendidos na rotina do HV da UNESP/Botucatu/SP, Canil
Municipal da cidade de Botucatu/SP e caes domiciliados. Foram selecionados

animais independentes de racga, sexo ou idade.

4.2 Animais

O presente estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Experimentacio
Animal da FMVZ/UNESP/ Botucatu, SP, protocolo CEUA numero 29/2016
(Anexo 3).

Os animais utilizados no estudo ndo apresentavam sinais clinicos
compativeis com a doenca clinica, tais como: ictericia e urina cor de coca-cola
e que nao receberam imunizacdo contra leptospirose nos ultimos quatro
meses.

Os animais do estudo foram submetidos a avaliagdo fisica visando
detectar qualquer sinal compativel com a leptospirose. Para coleta das
amostras e inclusdo no estudo, os proprietarios dos animais preencheram e

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

4.3Coleta de material biologico

Amostras de sangue foram colhidas para sorologia (SAM) e urina para

realizacdo da PCR, que foram processadas no Laboratorio de Diagnostico de
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Zoonoses e Servico de Biologia Molecular Aplicado a Zoonoses do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da FMVZ — UNESP,
Botucatu.

Foram coletados 5,0 mL de sangue por puncdo venosa jugular ou
cefalica, com o auxilio de seringa descartavel de 5,0 mL e agulha 30 x 8 mm. O
sangue foi transferido para tubo seco e centrifugado a 3.000g por 10 minutos
para obtencdo do soro, que foi armazenado em microtubo de 1,5 mL em
freezer a — 20°C até seu processamento. A urina foi coletada por cistocentese
(fémeas) e por cateterismo (machos), e acondicionada em microtubos plasticos
eppendorfs® RNAse e DNAse free com solugcdo de PBS pH 7,6 diluido na
proporcao 1:1 com a urina para tampona-la e em seguida mantida em freezer —

20°C até o seu processamento.

4.4 Exames diagndsticos

4.4.1 Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

A prova de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) foi realizada no
Laboratério de Diagndstico de Zoonoses da FMVZ — UNESP, Botucatu — SP,
seguindo as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 1995). Foram utilizados
como antigenos, culturas vivas de Leptospira spp. mantidas em estufa de 28°C
a 30°C.

O soro dos animais foi testado na SAM frente a 25 sorovares (Quadro 1).
Como antigeno foram utilizadas culturas de cepas-padrdo de leptospiras,
mantidas em repiques semanais em meio de Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®). Para a prova de triagem, o
soro foi diluido pipetando-se 0,1 mL deste em 4,9 mL de Solu¢do Salina
Tamponada (SST) 0,01 M pH 7,6 em tubo de ensaio pequeno, correspondendo
a diluicdo 1:50. Em microplaca, identificada e marcada (pipetou-se 50uL do
soro diluido nos pocos, formando uma fileira). O niamero de pocgos preenchidos
foi dependente do numero de soros que foram testados. O mesmo
procedimento foi repetido para o controle, que ao invés de soro foi pipetado
SST 0,01M pH 7,6. Em seguida, acrescentou-se aos pogos, inclusive no

controle, 50 pL das correspondentes suspensdes antigénicas, passando a
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diluicdo final em cada pocgo para 1:100. Agitou-se levemente a microplaca, e
incubou-se a 37°C, por uma hora. Com o auxilio de uma alga bacterioldgica de
2 mm de diametro, foi disposta uma gota do contetddo de cada poco em fileiras
sobre uma lamina, sem laminula que foi posteriormente observado em
microscépio de campo escuro.

O grau de aglutinacao foi avaliado para cada sorovar, considerando-se
positivos aqueles que apresentaram 50% ou mais de aglutinacédo, ou seja, no
minimo 50% de leptospiras aglutinadas, e 50% livres, tendo como referéncia os
respectivos controles. A titulacdo foi realizada de acordo com o0 soro que na
prova de triagem, apresentou 50% de aglutinacdo, realizada somente para os
sorovares reagentes na prova de triagem. A partir da titulacdo 1:50 nesta
prova, preparou-se mais seis diluicdes do soro ou quantas fossem necessarias,
consecutivas e na razao 2 (titulos de 100 a 3200). Preparou-se uma microplaca
com fileiras contendo seis poc¢os, que corresponderam a titulagdo de um
determinado sorovar. A parte, preparou-se também um poco controle para
cada antigeno utilizado. Colocou-se, 100 pL de soro diluido a 1:50 no primeiro
poco, colocando 50 microlitros de SST 0,01M pH 7,6 nos demais pocos do
respectivo antigeno. Dessa mesma forma foi realizado para os demais soros
testados. Para obter a diluicdo desejada, pipetou-se 50 microlitros da primeira
diluicdo para o préximo poco, e assim sucessivamente. Ao final, todos os pocos
apresentaram 50 microlitros de suspensao (diluente + soro), correspondente as
diluicbes 1: 50, 1:100, 1:200, e assim sucessivamente em cada fileira,
equivalendo-se aos titulos 50, 100, 200, e assim por diante. Pipetou-se 50
microlitros do antigeno (sorovar) correspondente a cada poco da fileira
controle, incubou-se e foi realizada a leitura conforme descrito na prova de
triagem (BRASIL, 1995). O ponto de corte para reacéo positiva de aglutinagcéo
foi definido como titulo maior ou igual a 100 (WHO, 2003). Considerou-se como
titulo a maior diluicdo do soro capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras,
em relacao ao controle (BRASIL, 1995).
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Quadro 1. Bateria de sorovares de Leptospira spp. mantidos na rotina

diagnéstica do Laboratdrio de Servico de Diagnostico de Zoonoses da
FMVZ- UNESP/ Botucatu — SP.

ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CEPA
L. interrogans Australis Australis Ballico
L. interrogans Australis Bratislava Jez-Bratislava
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
L. kirschneri Autumnalis Butembo Butembo
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
L. weilli Celledoni Whitcombi Whitcombi
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3552 C
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. interrogans Djasiman Sentot Sentot
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
L. borgpetersenii Javanica Javanica veldrat Batavia
46/RA 94
L. noguchi Panama Panama CzZ 214K
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Sejroe Wolffi 3705
L. santarosai Shermani Shermani LT 821
L. borgpetersenii Shermani Tarassovi Perepelitsin
L. biflexa Andamana Andamana CH 11
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
L. santarosai Sejroe Guaricura Bov G.
L. interrogans Sejroe Hardjobovis Hardjobovis
L. interrogans Sejroe HardjoCTG HardjoCTG
L. interrogans Sejroe Mini Hardjominis
L. interrogans Sejroe HardjoPrajitno Hardjoprajitno
L. interrogans Canicola Nupezo NUP-1
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4.4.2 Andlises bioquimicas

O soro dos animais incluidos no estudo foram testados para perfil renal e
hepatico, sendo realizadas as seguintes analises: ureia, creatinina, alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltranspeptidase (GGT), fosfatase alcalina

(FA), bilirrubinas, creatinina quinase (CK), e eletrdélitos (sodio e potassio).

4.4.3 Diagnostico molecular

4.4.3.1 Preparo das amostras para extracdo do DNA

As amostras de urina foram processadas no Laboratorio de Biologia
Molecular do Servico de Diagnostico de Zoonoses da FMVZ — UNESP,
Botucatu — SP. Cada amostra foi lavada em solug¢édo salina tamponada (SST)
estéril, pH 7,6, previamente ao congelamento, com o objetivo de remover
proteinas e ions que pudessem interferir na reagdo de PCR. Para tanto, cada
amostra de urina foi centrifugada a 11.000 g, o sobrenadante descartado, e o
pellet lavado em SST utilizando-se um agitador automatico do tipo vortex
(IKA®) por aproximadamente 10 segundos. O procedimento foi repetido mais
uma vez e o pellet ressuspendido em uma solucédo final de 1 mL de SST,
obtendo-se assim uma alta concentracdo celular na urina, a qual foi

armazenada a - 80°C para prosseguir com a extracao.

4.43.2 Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido usando o “kit” de extracdo comercial de
DNA, lllustra Blood Prep Mini Spin kit (GE Healthcare®, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK), de acordo com as instrugdes do fabricante.

As amostras foram transferidas, no volume de 200 pL, para um
microtubo estéril de 1,5mL (AXYGEN®), livre de DNAse e RNAse. Em seguida,
foi adicionado 20uL de proteinase K, homogeneizando em agitador automatico
do tipo vortex (IKA®) por 10 segundos, e acrescentando-se 400 uL de tampéo
de lise, incubando por 10 min em temperatura ambiente sob agitacdo constante
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em agitador automatico (IKA®). As amostras foram submetidas a vértex por 10
segundos, e o contetdo transferido para uma coluna e seu respectivo tubo
coletor. Os tubos foram centrifugados a 11.000 g por 1 min, acrescentando-se
500 pL de solugéo de tampao de lise e novamente centrifugados a 11.000 g
por 1 min. Em seguida adicionou-se 500 pL de tampdo de lavagem,
centrifugando-se a 11.000g por 3 minutos. Os tubos coletores foram
descartados a coluna acoplada em novo microtubo de 1,5 mL, previamente
descritos. Foi acrescentado 200 pL da solugédo de eluicdo a 70°C, incubando-
se por 1 minuto a temperatura ambiente, em seguida os microtubos foram
centrifugados a 11.000 g por 1 minuto. A amostra obtida foi armazenada em
geladeira a 4°C por 24 horas, para a estabilizacdo do DNA, e em seguida
estocada em freezer a -20°C para posterior analise. Foi utilizado como controle
negativo agua ultrapura livre de nuclease, e para controle positivo foi utilizado
uma amostra previamente extraida a partir de uma aliquota do cultivo de cepa-
padrdo mantida semanalmente em repique no Laboratério de Servico de
Diagnostico de Zoonoses, FMVZ — UNESP, Botucatu.

4433 PCR e Eletroforese

A amplificacdo do DNA foi realizada em microtubos (0,2 mL) estéreis e
livres de RNAse e DNAse (Axygen®, Union City, California, USA), usando
primers especificos para o género Leptospira descritos por Mérien et al. (1992),
correspondendo aos nucleotideos 38 a 57 (LEP-1, 5-GGCGGC-
GCGTCTTAAACATG-3') e 348 a 369 (LEP-2, 5-TTCCCCCCATTG-
AGCAAGATT-3), da estrutura primaria do gene 16S rRNA da Leptospira
interrogans sorovar Canicola.

A amplificacdo do DNA foi realizada segundo Merien et al. (1992), com
algumas modificagdes. Cada tubo de reacéo de 0,2 mL recebeu-se 2,5 yL de
tampéao de PCR (50 mM KCI, 10 mMTris-HCI pH 8,0), 0,5 yL de MgCl2 (1,5
mM), 0,5 pL de Taq platinum polimerase (5U/uL) (Invitrogen®), 0,5 pL de
solugao de dNTP (200uM) (Invitrogen®), 1,0 uL de cada oligonucleotideo (10
pmol) (IDT), 16,0 uL de agua ultra pura (Gibco®) e 3 uL de DNA obtido na

extracdo. Os controles positivos e negativos utilizados foram os mesmos
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descritos na etapa de extracdo de DNA. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Mastercycler ep (Eppendorf®), com ciclo consistindo de uma
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1
minuto, anelamento a 63°C por 1,5 minutos, e uma extensao final a 72°C por 2
minutos para completar a extensdo dos amplicons.

Para a visualizacao dos produtos obtidos, os mesmos foram submetidos
a eletroforese horizontal. Uma aliquota de 10 yL de cada produto amplificado
foi pipetado e colocado em um poco do gel de agarose 2,0% adicionando-se 2
ML de Nancy — 520 — DNA Gel Stain™ (Sigma-Aldrich®) ao gel. Apos
homogeneizacéo, esta solugéo foi submetida a eletroforese em solugédo tampéo
TBE 1x (0,09 M Tris-HCI, 0,09 M de &cido bdrico, 2 mM EDTA, pH 8,3), com
corrida a 90 volts por aproximadamente 60 minutos (Electrophoresis Power
Supply Model EPS 301, GE Healthcare®). Para a visualizacdo das bandas foi
realizada sob luz ultravioleta (296 nm) em transiluminador, e em seguida
fotografadas e registradas utilizando o sistema de fotodocumentacgéo
GelDOC®it, UVP, GelDoc-IT™ (Imaging System), e o programa Vision Works®
LS Software. A definicdo de resultados positivos foi baseada na presenca de
bandas no gel de agarose, tomando-se como referéncia o controle positivo.

4.5 Questionéario epidemioldgico

Referente a cada animal foi aplicado um questionario de inquérito
epidemioldgico para o estudo dos fatores de risco associados a infec¢ao por
Leptospira spp. As questdes foram formuladas para verificar as varias
possibilidades de exposicédo dos animais em relacdo ao agente.

O questionario foi elaborado a partir da epidemiologia da leptospirose
considerando-se a situacdo dos animais mantidos domiciliados e com acesso a
rua, vacinacao, as diferentes espécies com as quais eles convivem (como por
exemplo: outros cdes, gatos, bovinos, equinos, passaros, silvestres), os
diferentes bairros do municipio, areas de enchente, assim como a presenca de
roedores e a disponibilidade do alimento na residéncia do proprietario (Anexo
1).
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4.6 Anélise Estatistica

A prevaléncia de animais portadores assintomaticos e respectivo
intervalo de confianca de 95% foi estimada na populacdo estudada de 318
cées. Foi avaliada a distribuicdo de frequéncias dos diversos sorovares
encontrados entre 0os animais sororeagentes.

Em seguida, foi avaliada a associacdo entre a sorologia para
leptospirose e os fatores de risco obtidos por meio do questionario e exame
bioguimico (PROC FREQ, SAS Institute, 2011). Os fatores que apresentaram
valor P < 0,25 foram submetidos] a andalise multivariada final. Modelos de
regressdo logistica foram construidos para estimar as chances de
sororeatividade a leptospirose como funcdo dos fatores de risco obtidos com o
questionario e exame bioquimico (PROC GLIMMIX, SAS Institute, 2011).
Termos de interacdo e fatores de confusao entre os fatores de risco foram

incluidos no modelo e, permaneceram no mesmo, caso significantes.

5. RESULTADOS

Observou-se uma soroprevaléncia de 42,7% (136/318) de animais
reagentes pela técnica da SAM, com soropositivos para diferentes sorovares e

titulos variaveis, de acordo com a tabela 1.

Como algumas amostras foram reagentes a mais de um sorovar, o total
de amostras reagentes foi de 329, sendo este o numero utilizado como
equivalente a 100% para o célculo da frequéncia da ocorréncia de cada sorovar

e cada titulacéo.
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TABELA 1: Frequéncia de sorovares e 0s respectivos titulos em amostras de

cdes na SAM, provenientes do servico de atendimento do HV da FMVZ -

UNESP, Botucatu/SP, Canil Municipal e cdes domiciliados no municipio de
Botucatu-SP.

S 100 200 400 600 800 1600 R N
2 19 25 0 6 0 52/329  52/136
11A 0,6% 5,7% 7,6% - 1,8% - 15,8 % 38%
3,8% 36,5%  48,0% - 11,5% -
3 14 21 0 4 0 42/329  42/136
11B 0,9% 4,2% 6,3% - 1,2% - 12,7% 30%
7,1% 33,3%  50,0% - 9,5% -
0 4 0 0 0 0 4/329 4/136
14A - 1,2% - - 0,0% - 1,2% 0,03%
- 100% - - 0,0% -
1 5 0 1 2 0 9/329 9/136
15 0,3% 1,5% - 0,3% 0,6% - 2,7% 0,06%
11,1%  55,5% - 11,1%  22,2% -
2 0 1 0 0 0 3/329 3/136
16A 0,6% 0,0% 0,3% - - - 0,9% 0,02%
66,6% 0,0% 33,3% - - -
1 8 0 0 0 0 9/329 9/136
1A 0,3% 2,4% - - - - 2,7% 0,06%
11,1%  88,8% - - - -
0 5 0 0 0 0 5/329 5/136
1B - 1,5% - - - - 1,5% 0,03%
- 100% - - - -
2 10 26 0 1 0 39/329  39/136
5 0,6% 3,0% 7,9% - 0,3% - 11,8% 28%
5,1% 25,6%  66,6% - 2,5% -
6 20 20 0 3 0 39/329  39/136
7 1,8% 3,0% 6,0% - 0,9% - 11,8% 28%
153% 25,6% 51,2% - 7,6% -
2 0 0 0 0 0 2/329 2/136
8A 0,6% 0,0% 0,0% - - - 0,6% 0,01%
100% 0,0% 0,0% - - -
1 14 32 0 10 0 57/329  57/136
9 0,3% 4,2% 9,7% - 3,0% - 17,3% 42%
1,7% 245%  56,1% - 17,5% -
6 18 36 0 6 2 68/329  68/136
NUP 1,82 5,47% 10,94% - 1,82% 0,61% 20,67% 50%
8,82 26,47% 52,94% - 8,82% 2,94%
T 26 107 161 1 32 2 329 136
7,9% 32,5%  48,9% 0,3% 9,7% 0,6% 100% 100%

Legenda: S: sorovares, R: n° de observacbes de amostras reagentes 329 (%);

N: total amostras sororeagentes 136 (%); T: total; 11A-Copenhageni, 11B-

Icterohaemorrghiae, 14A-Pomona, 15-Pyrogenes, 16A-Hardjo, 1A-Australis,

1B-Bratislava, 5-Canicola, 7-Cynopteri, 8A-Djasiman, 9-Gryppotyphosa, NUP-
NUPEZO.
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O sorovar prevalente foi 0o NUPEZO com 68 (50%) amostras positivas,
seguido dos sorovares Gryppotyphosa com 57 (42%), Copenhageni com 52
(38%), Icterohaemorrahgiae com 42 (30%), Canicola com 39 (28%) e Cynopteri
com 39 (28%). E importante ressaltar que os animais sororeagentes todos 0s
sorovares testados pertencentes a bateria utilizados nos casos de carnivoros,
totalizando 12 sorovares, revelando algum titulo.

Entre os sorovares mais prevalentes foi possivel observar altos titulos,
de até 1:800 e o sorovar NUP-1 apresentou titulo de 1:1600. Entretanto, a
maior soroprevaléncia foi para os titulos 1:200 e 1:400. O sorovar NUP-1 foi
isolado no Nucleo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) a partir de urina de
cdo com diagnastico laboratorial e clinica de leptospirose.

Os resultados descritos na tabela 2, mostram a estatistica descritiva do
estudo e a frequéncia dos fatores de risco para a leptospirose na populacdo
estudada.

Os animais adultos maduros apresentaram maior soroprevaléncia, sendo
observado que na faixa etaria de 1 a 3 anos, 40 animais (12,58%) foram
reagentes a SAM, e na faixa etaria de 3 a 6 anos, 54 animais (16,9%). Os
machos (71/22,3%) foram mais reagentes quando comparado com as fémeas
(65/20,4%).

Em um total de 133 animais vacinados, 57(42,8%) foram reagentes.
Entretanto, para um total de 185 cées nao vacinados, 79 (42,7%) foram
reagentes a SAM.

Os animais que frequentaram a zona rural 101 (41,7%) foram
sororeagentes de um total de 242 caes.

Para a presenca de roedores € possivel observar, que 0s animais que
tiveram contato apresentaram 41,8% (128/318) de soroprevaléncia. Porém, os
animais que nao tiveram contato, apenas 8 (2,5%) amostras foram reagentes.
Esses mesmos dados foram observados para a variavel saneamento basico.

Os animais que tiveram acesso a rua apresentaram 40,5% (129
amostras) de soroprevaléncia, enquanto que 0s animais que ndo saem a rua
2,2% (7 amostras).

Em relagdo a presenca de contactantes foi observada uma
soroprevaléncia de 42,7% (136 cédes). Os contactantes variavam entre outros

cées, gatos, bovinos, equinos, aves e silvestres.
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A variavel “Enchente” apresentou um valor de soroprevaléncia de 33,6%
(107 amostras), nos animais que nao tiveram contato sendo que 9,1% dos
animais (29 caes) tiveram contato e foram reagentes.

Em relacdo a variavel “alimento a vontade” 22% (70 caes) foram
reagentes, enquanto que em relacdo aos proprietarios que retiravam o0s
alimentos a noite observou-se a soroprevaléncia de 20,7% (66 cdaes)
reagentes.

Os bairros foram divididos em zonas, observado que na zona sul a
prevaléncia de animais reagentes foi maior com frequéncia de 18,2% (58
amostras), seguida da zona oeste tendo-se 11,6% (37 amostras) foram
reagentes.

As andlises realizadas com as variaveis do estudo individualmente,
demonstraram que somente a variavel “Zona Urbana” mostrou-se significativa

(p=0,0063), e os resultados estédo descritos tabela 3.
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TABELA 2: Frequéncia dos fatores de risco para leptospirose de céaes
provenientes do servico de atendimento do HV da FMVZ - UNESP,
Botucatu/SP, Canil Municipal e cdes domiciliados no municipio de Botucatu-SP
tais como: idade, sexo, vacinagao, zona, presenca de roedores, saneamento
bésico, acesso a rua, presencga de contactantes, enchente, alimento a vontade
e zona urbana, associados aos resultados de sorologia, considerando 318

como 100%.

VARIAVEIS NAO REAGENTE REAGENTE TOTAL (N)
FAIXA ETARIA
<1 ano 34 (10,6%) 22 (6,9%) 56 (17,6%)
1-3anos 50 (15,7%) 40 (12,5%) 90 (28,3%)
3 -6 anos 79 (24,8%) 54 (16,9%) 133 (41,8%)
6 — 9 anos 7 (2,2%) 13 (4,0%) 20 (6,2%)
> 9 anos 12 (3,7%) 7 (2,2%) 19 (5,9%)
GENERO
Macho 93 (29,2%) 71 (22,3%) 164 (51,5%)
Fémea 89 (27,9%) 65 (20,4%) 154 (48,4%)
VACINACAO
N&o 106 (57,3%) 79 (42,7%) 185 (58,1%)
Sim 76 (57,1%) 57 (42,8%) 133 (41,8%)
ZONA RURAL
N&o 41 (53,9%) 35 (46,0%) 76 (23,9%)
Sim 141 (58,2%) 101 (41,7%) 242 (76,1%)
ZONA URBANA
Centro 11 (3,4%) 3 (0,9%) 14 (4,4%)
Leste 17 (5,3%) 11 (3,4%) 28 (8,8%)
Norte 56 (17,6%) 27 (8,4%) 83 (26,1%)
Oeste 24 ( 7,5%) 37 (11,6%) 61 (19,1%)
Sul 74 (23,2%) 58 (18,2%) 132 (41,5%)
ACESSO A RUA
N&o 10 (3,1%) 7 (2,2%) 17 (5,3%)
Sim 172 (54,0%) 129 (40,5%) 301 (94,6%)
PRESENCA DE
CONTACTANTES
N&o 4 (1,2%) 0 (0,0%) 4 (1,2%)
Sim 178 (55,9%) 136 (42,7%) 314 (98,7%)
ENCHENTE
N&o 131 (41,1%) 107 (33,6%) 238 (74,8%)
Sim 51 (16,0%) 29 (9,1%) 80 ( 25,1%)
ALIMENTO
A VONTADE
N&o 84 (26,4%) 66 (20,7%) 150 (47,1%)
Sim 98 (30,8%) 70 (22,0%) 168 (52,8%)
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TABELA 3: Significancia estatistica (p-valor) entre as variaveis do estudo
correlacionadas com a soropositividade para leptospirose em 318 cées
atendidos no HV da FMVZ - UNESP, Botucatu —SP, Canil Municipal e

domiciliados na cidade de Botucatu — SP.

VARIAVEIS GRAUS DE ESTATISTICA p - VALOR
LIBERDADE QUI-QUADRADO

Faixa etaria 4 4,94 0,2928
Sexo 1 0,03 0,8451
Vacinacéo 1 0,08 0,9781
Z.rural/Z.urbana 1 0,44 0,5069
Roedores 1 2,91 0,0880
Saneamento 1 1,95 0,1625
Acesso a rua 1 0,0186 0,8916
Contactantes 1 3,0271 0,0819
Enchente 1 1,8549 0,1732
Alimento 1 0,1763 0,6746
Zona urbana 1 14,34 0,0063*

* p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

Para os valores de p menores ou iguais a 0,05 da tabela 3, foi calculado
a razdo de chances e seus respectivos intervalos de confianca (95%), que
estdo descritos na tabela 4. A Unica varidvel que apresentou diferenca
estatistica foi a “Zona Urbana” (p=0,0063), para tanto foi calculada a razdo das
chances (OR = oddies ratio) na analise multivaridvel de regressao logistica,
sendo a variavel “Enchente” mantida no modelo, pois foi considerada um fator
de confuséo.

A proporgdo de animais sororeagentes foi diferente entre as zonas
urbanas. Para identificar quais zonas foram significativamente diferentes, foi
realizada a razdo das chances, onde a Zona Centro e Oeste, e Zona Norte e
Oeste e Zona Oeste e Zona Sul apresentando diferencas estatisticas.

Portanto, a chance de um animal ser sororeagente na zona Oeste foi 5,1
(IC95%: 0,04; 0,78) vezes maior do que a chance de um animal ser
sororeagente na zona Centro. A chance de um animal ser sororeagente na
zona Oeste foi 3,5 (IC95%: 0,14; 0,58) vezes maior do que a chance de um
animal ser sororeagente na zona Norte. A chance de um animal ser
sororeagente na zona Oeste foi 2,3 (IC95%: 1,18; 4,38) vezes maior do que a

chance de um animal ser sororeagente na zona Sul.
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TABELA 4: Significancia estatistica da diferenca entre diversas categorias da

variavel zona urbana, estimativa para razdo das chances e seus respectivos

intervalos de confianca de 95% na avaliacdo da procedéncia de cdes atendidos
no HV da FMVZ — UNESP, Botucatu —SP, Canil Municipal e domiciliados na
cidade de Botucatu — SP.

ENCHENTE ZONA ENCHENTE ZONA ESTIMATIVA IC 95%
Centro Leste 0,432 0,097 — 1,931
Centro Norte 0,675 0,169 — 2,696
Centro Oeste 0,195 0,048 - 0,782*
Centro Sul 0,443 0,113-1,738
Leste Norte 1,562 0,624 — 3,910
Leste Oeste 0,450 0,178 — 1,140
Leste Sul 1,026 0,423 - 2,490
Norte Oeste 0,288 0,142 - 0,584*
Norte Sul 0,657 0,367 — 1,177
Oeste Sul 2,279 1,184 — 4,387*
0 1 1,575 0,869 — 2,853

*intervalos < 1,0 = significamente diferente

Na figura 1 estdo representados todos o0s bairros do municipio de

Botucatu/SP. As amostras foram coletadas apenas nos bairros que estédo

hachurados e o nUmero de amostras coletadas de cada bairro esta

representado seguindo as linhas.
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FIGURA 1: Mapa representativo do municipio de Botucatu/SP, com a

indicacdo dos bairros abrangidos no estudo e respectiva distribuicdo das

amostras analisadas em cada bairro.
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Na tabela 5 estdo representadas as frequéncias de alteragcdo nos
exames bioquimicos realizados nos animais que apresentaram reatividade para
a SAM. Para todos os testes, a resposta positiva, representada como o ‘SIM’
na tabela, corresponde a um aumento acima dos valores de referéncia para a
espécie (Anexo 4).

Foram encontradas diferencas estatisticas na correlacdo entre a
soropositividade e alteracdo nas enzimas analisadas. Sendo elas, ureia
(p<0,001), creatinina (p<0,001), ALT (p<0,001), FA (p<0,001), GGT (p<0,001),
BT (p<0,001), BD (p<0,0028) e potassio (p<0,036). O N — Reagente representa
a quantidade de animais que foram reagentes na SAM e também mostraram
valores aumentados para as enzimas.

Os resultados obtidos a partir da PCR de urina dos 318 cédes foram
todos negativos, como pode ser visto na figura 2. Na extremidade da esquerda
foi colocado marcador de peso molecular, e a Unica amostra que apresentou
fluorescéncia foi o controle positivo de 330pb, demonstrando que a reacédo

ocorreu de forma adequada.

FIGURA 2: Gel de agarose a 2%, com presenca de banca unica fluorescente
do controle positivo. Todas as amostras de urinas testadas apresentaram-se

negativas. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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TABELA 5: Frequéncia das alteracbes dos exames bioquimicos dos cées
reagentes a SAM, atendidos no HV da FMVZ — UNESP, Botucatu —SP, Canil

Municipal e domiciliados na cidade de Botucatu — SP.

VARIAVEL N - Total N - Reagente (%) VALOR P
UREIA <0,001*
NAO 111 7 6,3
SIM 207 129 62,32
CREATININA <0,001*
NAO 167 14 8,38
SIM 151 122 80,79
ALT <0,001*
NAO 126 12 9,52
SIM 192 124 64,58
FA <0,001*
NAO 238 80 33,61
SIM 80 56 70,0
GGT <0,001*
NAO 278 133 47,84
SIM 40 3 7,50
BT <0,001*
NAO 22 1 4,55
SIM 296 135 45,61
BD <0,0028*
NAO 31 6 19,35
SIM 287 130 45,30
CK <0,103
NAO 7 1 14,39
SIM 311 135 43,41
SODIO <0,158
NAO 13 4 30,77
SIM 305 132 43,28
POTASSIO <0,036*
NAO 64 22 34,38
SIM 254 114 44,88

Legenda: ALT (alanina aminotransferase), FA (fosfatase alcalina), GGT (gama
glutamiltransferase), BT (bilirrubina total), BD (bilirrubina direta), CK (creatina

quinase). * p-valores significativos menor ou igual a 0,05.
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia de animais sororeagentes no estudo foi de 42,77%,
diferentemente de outros estudos como o de Kikuti et al. (2012), encontrando a
soroprevaléncia de 20%, o estudo de Langoni et al. (2013) a soroprevaléncia
de 17%, e Modolo et al. (2006) a soroprevaléncia de 15% nas amostras
analisadas. Entretanto, em outro estudo de Langoni et al. (2015), observou — se
a prevaléncia de 39,1% de animais reagentes corroborando com o presente
estudo.

E importante ressaltar que o sorovar identificado com maior frequéncia
nesse estudo foi o Nupezo 01 (NUP), sorovar pertencente ao sorogrupo
Canicola, isolado no Nucleo de Pesquisa em Zoonoses — NUPEZO a partir de
urina canina. Dentre os 136 animais reagentes, 68 apresentaram titulo para o
sorovar NUP (50%). Comparar outros relatos diferentes leptospiras adaptando
aos sorovares e também da urbanizacao de animais silvestres.

Em seguida, em ordem de prevaléncia o sorovar mais prevalente foi o
Gryppotyphosa com 42% (57). O sorovar Copenhageni 38% (52),
Icterohaemorrhagiae 30% (42), Canicola 28% (39) e Cynopteri 28% (39)
aparecem na sequéncia, diferindo dos resultados encontrados em literatura.
Fonzar e Langoni (2012) na cidade de Maringa, Parana, verificaram que 0s
sorovares mais encontrados foram Pyrogenes (44%), Canicola (22%) e
Copenhageni (19%). Segundo Morikawa et al., (2015), um estudo realizado
com cdes na cidade de Curitiba, os sorovares mais frequentes foram o
Canicola e Icterohaemorrhagiae. Em um estudo realizado na cidade de
Botucatu em 2006, em cdaes verificou-se o predominio dos sorovares
Castellonis (28%) e Autumnalis (19%) (MODOLO et al., 2006). Langoni e
colaboradores (2015) verificaram que os mais prevalentes foram Copennhageni
(23,73%), Icterohaemorrhagiae (16,95%) e Canicola (10,17%). Ciuffa e
colaboradores em 2016 verificaram a soroprevaléncia de 14,4% de
leptospirose, em cédes destinados a castragdo eletiva. Foi encontrada em seu
estudo soropositividade para 0sS  sorovares Canicola  (10%),
Icterohaemorrhagiae (3,3%) e Tarassovi (1%).

Em um estudo com céaes provenientes de um canil comercial de Ribeirdo

Preto/SP, foi observado 34% de animais reagentes na SAM para Leptospira
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spp. O sorovar mais frequente foi o Pomona, e ndo houve diferenca
significativa entre os machos (29%) e fémeas (35%), e também entre os
adultos (34%) e filhotes (14%) (TAVARES et al., 2016).

Caes machos sédo frequentemente mais acometidos do que as fémeas,
provavelmente pelos hébitos e comportamentos. Em nosso estudo, foi
verificada a prevaléncia de 22,3% de caes machos reagentes e 20,4% de
fémeas reagentes, ndo sendo verificada diferenca estatistica. Assim como no
estudo de SILVA-ZACARIAS e colaboradores (2014), que observaram a
prevaléncia de 33,3% de caes machos e 25,5% de cdes fémeas sororeagentes.
Os cdes com acesso a rua 40,5% (129) apresentaram maior prevaléncia ao
teste de SAM. Portanto, os cdes cacadores e caes com acesso a rua também
tem maior risco de infeccdo do que o0s cées que vivem em ambientes
domésticos, provavelmente pelo hébito de passear nas ruas e parques tendo
maior acesso a fonte de aguas contaminadas, sendo considerado fator de risco
para leptospirose (MAELE et al., 2008; AZOCAR-AEDO et al., 2014).

No presente estudo, 99,6% (273) dos animais eram Sem Raca Definida
(SRD), e ndo foram encontradas diferencas estatisticas com as ragas
analisadas, possivelmente pelo baixo niumero de animais amostrados de racas
especificas. Todas as racas podem ser fonte de infeccdo ou apresentarem
leptospirose, mas os cdes SRD tém maior predisposicdo e apresentam maior
fator de risco devido aos habitos e lugares onde vivem (AZOCAR-AEDO et al.,
2014).

Em um estudo com 298 cées na Suica foi verificado maior prevaléncia
de leptospirose em cédes adultos (5 a 9 anos — 47%), seguido de 20% de céaes
filhotes menores que um ano e 20% de cdaes jovens adultos de 1 a 4 anos
(MAJOR et al., 2014). No Brasil, um estudo verificou 37,1% de prevaléncia
entre os caes jovens adultos (1 a 5 anos) e 45,4% de prevaléncia entre os
adultos (5 a 10 anos). Esses resultados corroboram com os dados do presente
estudo, onde animais adultos (3 a 6 anos) apresentaram 16,9% de
soropositividade e jovens adultos (1 a 3 anos) com 12,5% de sororeagentes.

Segundo Azocar-Aedo et al., (2014), caes que vivem em areas urbanas
tem 1,58 vezes mais chances de contrair a doenga do que 0s que vivem em
areas rurais, devido a existéncia de hospedeiros reservatorios em areas

urbanas, como demonstrado pela deteccdo de leptospiras em rins de ratos
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capturados na regido urbana de ToOkio, Japdo (KOIZUMI, et al., 2008). A
presenca de leptospirose em areas urbanas também pode ser associada com o
aumento da populacéo vivendo em areas de risco, em condi¢cdes precarias de
higiene, facilitando a transmissao de leptospirose entre os cédes (PICARDEAU,
2013). Foi demonstrado no presente estudo que tanto 0s animais que
frequentaram a zona rural (41,7%) quanto os animais que n&o frequentaram
(46,0%) séo sororeagentes para 0 género Leptospira.

Os animais imunizados apresentaram 42,8% (157 céaes) de
soroprevaléncia, enquanto 0os nao vacinados apresentaram 42,7% (79 céaes).
Os animais que foram reagentes na SAM, de acordo com o questionario
respondido pelos proprietarios, receberam a ultima dose de vacina ha mais de
quatro meses. Em geral, cdes vacinados desenvolvem baixos titulos de
anticorpos aglutinantes (100 a 400), os quais sédo detectados na SAM por até
trés meses apods vacinacdo (MODOLO et al.,, 2006). Portanto, podemos
considerar que o0s animais desse estudo que apresentaram titulo 100, n&o
tiveram interferéncia vacinal.

No presente estudo, 100% das amostras de urina testadas através da
PCR foram negativas. Mesmo quando os animais apresentam altos titulos anti-
leptospira nos testes soroldgicos, a ndo deteccdo do agente em amostras de
urina pela técnica da PCR pode acontecer. Esse evento ocorre em algumas
situacdes, como por exemplo quando os animais testados foram infectados,
apresentando ou ndo a doenca, e podem ter eliminado o agente; quando os
altos titulos sorolégicos resultam de uma resposta vacinal e ndo de uma
infeccdo natural; e, por fim, quando a infeccdo € muito recente
(SHUMABUKURO et al., 2003; OIE, 2012; ZIMMERMAN et al., 2012).

Segundo Rojas et al. (2010), pesquisas soroldgicas reportam que mais
de 20% das amostras de soro de caes, apresentam anticorpos especificos para
os sorovares de Leptospira. Entretanto, € dificil de relacionar os achados da
sorologia com a prevaléncia de portadores crénicos e leptospirlria, 0s quais
sdo normalmente negativos ou apresentaram baixos titulos de anticorpos.

A PCR é uma técnica muito utilizada e promissora, pois detecta a
doenca precocemente e também é util na deteccdo de pacientes portadores

assintomaticos. A técnica € mais sensivel, mais especifica e mais rapida que a
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cultura, porém, a sorologia € capaz de detectar a doenga ja na primeira
semana (BAL et al, 1994).

Em um estudo na Irlanda, 7% dos caes domeésticos tinham leptospira na
urina. Nos EUA, também foi reportada a presenca de leptospira em 8% dos
cdes analisados. Entretanto, no Ird, foi descrito a presenca de leptospira na
urina em 22% dos animais. No estudo de Rojas et al (2010), foi encontrado
baixa prevaléncia de animais positivos ha PCR, sugerindo que foi analisado
pouco volume de urina (300 pl) comparado com outros estudos. Também,
sugerido que o primer especifico para LipL 32 é menos sensivel que o primer
para o gene 23S e 16S ribosomal RNA de Leptospira interrogans (GenBank
[X17547.1]), que amplifica uma regido com 330 pb. No presente estudo foi
utilizado o primer 16S do rRNA de Leptospira interrogans, ndo havendo
animais positivos. Utilizou-se maiores volumes de urina, minimo de 5 mL
coletados, entretanto sem resultados positivos na PCR.

As alteracdes laboratoriais mais comuns encontradas na leptospirose,
sdo o aumento das enzimas hepaticas (ALT, FA ou AST), azotemia e distarbios
eletroliticos (hipocloremia, hipocalemia e hiponatremia) (MAELE et al., 2008).

O rim é o 6rgéo alvo na infeccdo por Leptospira sp. ou spp. A incidéncia
de leséo renal aguda é de 40% a 60% dos individuos acometidos, assim como
a ocorréncia de hipocalemia. Esta alteracdo € um marcador de falta de funcdo
renal em pacientes com leptospirose e injuria renal aguda. O aumento da
creatinina sérica e CK sugere que a rabdomidlise contribui para a IRA,
aumentando os niveis de K (SEGURO e ANDRADE, 2013).

Os resultados obtidos servem como um alerta em relagdo ao potencial
zoonotico da leptospirose canina, e também no que diz respeito a exposicao
dos proprietarios a alguns dos fatores de risco a que os cdes também
estiveram expostos. O animal infectado e assintomético, pode eliminar
leptospiras viaveis pela urina por longos periodos e de forma intermitente,
podendo ser considerado responsavel pela persisténcia de foco da doenca e

fonte de manutencéo do agente no ambiente.
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6.1 LIMITACOES

As amostra negativas a PCR ocorreram devido a falta de realizacao de
novas coletas, no mesmo dia, ou em dias seguidos, pois na amostra colhida
ndo foi detectado o micro-organismo, tendo em vista que a eliminacdo é
intermitente, portanto deveriamos ter realizado mais coletas para
acompanhamento dos cées. Esse procedimento néo foi realizado devido a falta
de financiamento, pois ndo tivemos reserva técnica e tampouco auxilio para o
projeto. Todos os custos de materiais consumives, reagentes, kits de extragédo
e até descartaveis, foram comprados com verba pessoal. Também devemos
ressaltar que muitos proprietarios se mostraram refratarios ao procedimento de
cistocentese, e ndo autorizariam as coletas diarias, mesmo esclarecidos sobre

0S riscos minimos.

O cultivo das urinas nao foi realizado, devido a distancia e localizacao
das coletas, muitos bairros se localizam na periferia oposta a Universidade, e

as amostras ndo chegariam viaveis ao laboratério
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu detectar a presenca de caes
sorologicamente positivos para 0 género Leptospira spp. pela técnica de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM), porém ndo podemos afirmar que eles
estavam eliminando a bactéria pela urina no exato momento da coleta, pois 0s
resultados das PCRs foram negativos. Isto nos leva a supor que a eliminacao
na urina € intermitente, devendo ser realizadas novas coletas, em dias
consecutivos para monitorar o paciente, ou até duas vezes ao dias em dias
consecutivos.

Os dados obtidos no estudo permitiram inferir quais sdo 0s sorovares
mais frequentes detectados pela técnica de SAM em cées domiciliados e
assintomaticos da cidade de Botucatu/SP, verificando-se animais com titulos
altos de anticorpos para diversos sorovares. Sendo que varios animais
apresentaram titulos para até cinco sorovares diferentes, ressaltando a
importancia da colonizacdo renal. A diferenca estatistica encontrada nos
diferentes bairros analisados, permite supor as provaveis areas de risco na
cidade.

O presente trabalho mostrou que a sorologia € mais confiavel que a
PCR, a ndo ser que mais de uma amostra de urina seja coletada em um dia ou
por mais periodo de tempo.

Neste trabalho, os animais assintomaticos, porém sororreagentes para
leptospirose, podem constituir uma importante fonte de infec¢do para outros

cdes e animais de diferentes espécies, e principalmente para o homem.
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ANEXO 1

(FRENTE)
INQUERITO EPIDEMIOLOGICO
DADOS DO ANIMAL

Nome do animal: Idade: Sexo: M/ F
Raca:

IDADE:

1.[] <12 MESES
2. ] 1-5ANOS
3 [ >5ANOs

1. Seu animal ¢ vacinado contra Leptospirose? SIM  [] NAO []

2. Se seu animal é vacinado, quando foi a data da ultima dose?

3. Vive em zonarural [] ouurbana []?

4. Tem acesso a zona rural esporadicamente? SIM |:| NAO |:|

5. Vocé ja encontrou roedores em sua residéncia ou o seu animal possui 0
hébito de cacar roedores? SIM |:| NAO |:|

6. Em seu bairro ha saneamento basico? SIM [] NAo [

7. Seu animal tem livre acesso arua? SIM [] NAo []

8. Seu animal tem contato com outros animais? SIM [] NAo [

9. Se sim, qual a (s) espécie (s) dos animais que estdo em contato com o
seuanim{_] caniINO  [] FELino[] Aves [Jsovino [

EQUINO [] sILvesTRES [ ouTros:[

10. Seu animal tem acesso a areas onde ocorrem enchentes? SIMD NAOD

11.0 alimento (Racao e agua) é retirado do quintal a noite? SIMEI NAO

.



(VERSO)

DADOS DO PROPRIETARIO

Nome do Proprietério:

78

CPF/RG:

Endereco:

Bairro:
CEP: Telefone:

/ Celular ()

Assinatura do proprietario/responsavel

Data: de de 20 )
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ANEXO 2

A AN
7«7 fmvz - unesp
amarar  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp L0 DE MESGUITA FILHO™ Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus dé Botucatu

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizacao do
procedimento de coleta de sangue e urina (cistocentese) do referido animal de
minha propriedade, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “Prevaléncia de
cdes portadores assintomaticos do género Leptospira, no municipio de
Botucatu, Sao Paulo”, de responsabilidade da aluna de Doutorado Vivian

Ferreira Zadra.

Nome do animal:

Nome do Responsavel:

RG: Data: / /

Assinatura:
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ANEXO 4

Valores de referéncia utilizado no estudo para os exames bioquimicos e
eletrolitos para a espécie canina

BIOQUIMICOS VALOR DE REFERENCIA
Ureia (mg/dL) 21,4 - 59,92
Creatinina (mg/dL) 05-15
Alanina Aminotransferase (UI/L) 21 -45
Fosfatase Alcalina (UI/L) 20 — 156
Gamaglutamiltransferase (UI/L) 6,1-17,4
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,1-0,3
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,06 -0,12
Creatina quinase (UI/L) 1,15 - 28,40
ELETROLITOS VALOR DE REFERENCIA
Saédio (mEq/L) 141,1 - 152,3
Potéssio (mEqg/L) 4,37 - 5,65

Adapatado de: KANEKO, 1997; MEYER & HARVEY, 2004; Laboratério
Clinico Veterinario da FMVZ — UNESP, Botucatu.
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ANEXO 5

Frequéncia e porcentagem dos sorovares e titulos de anticorpos dos cées
provenientes do HV da FMVZ — UNESP, Botucatu —SP, Canil Municipal e
domiciliados na cidade de Botucatu — SP que foram reagentes a um ou
mais sorovares a SAM.

Observacbes: Um mesmo animal pode reagir para mais de um sorovar
considerando-se como responsavel pela infeccdo o de maior titulo, e como co-
aglutinantes os demais sorovares reagentes.

Frequéncia Porcentagem

Sorologia Frequéncia Porcentagem . i
9 9 9 Acumulativa Acumulativa

5 (1:200)
7(1:200)
9 (1.200) 1 0.31 1 0.31
NUP (1:200)
11 A (1:200)
118 (1-200) 1 0.31 2 0.63
11A (1:100) 1 0.31 3 0.94
11A (1:200)
11B (1.200) 7 2.20 10 3.14
11A (1:400)
118 (1:400) 1 0.31 11 3.46
11A (1:400)
11B (1:400) 2 0.63 13 4.09
NUP (1:400)
11A (1:400)
118 (1:400) 9 2.83 22 6.92
11A (1:800)
11B (1:800) 4 1.26 26 8.18
NUP (1:400)
11B (1:100) 1 0.31 27 8.49
11B (1:100)
15 (1:1600)
16A(1:400) 1 0.31 28 8.81
NUP (1:800)
14 A (1: 200)
15 (1: 200) 3 0.94 31 9.75
15 (1:200) 1 0.31 32 10.06
15(1:200) 1 0.31 33 10.38
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Frequéncia Porcentagem

Sorologia Frequéncia Porcentagem . i
9 9 9 Acumulativa Acumulativa

NUP (1:100)

15(1:800)
NUP (1:1600)

1A (1:100)
11A (1:200) 1 0.31 36 11.32
NUP (1:200)

1A (1:200)
1B (1:200)
5 (1:400) 5 1.57 41 12.89
9 (1:800)
NUP (1:400)

1A(1:200)
11A(1:200) 2 0.63 43 13.52
11B(1:200)

1A(1:200)
11A(1:200)
11B(1:200)
NUP (1:200)

5 (1: 100)
7 (1:100)

5 (1:200)
7 (1:200) 3 0.94 48 15.09
9 (1:200)

5 (1:200)

7 (1:200)

9 (1:200)
NUP (1:200)

5(1:200)
9 (1:200)
11A (1:200)
11B(1:200)

5 (1:200)
NUP (1:200)
5 (1:200)
NUP (1:800)

5(1:400)
11A (1:400) 0.31 54 16.98
11B (1:400)

5(1:400) 1 0.31 55 17.30

N

0.63 35 11.01

1 0.31 44 13.84

1 0.31 45 14.15

1 0.31 49 15.41

1 0.31 50 15.72

2 0.63 52 16.35

1 0.31 53 16.67
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Sorologia

Frequéncia Porcentagem

Frequéncia
Acumulativa

Porcentagem

Acumulativa

7 (1: 400)
9 (1:400)

5 (1:400)

7 (1:200)

9 (1:200)
NUP (1:200)

5 (1:400)
7 (1:400)

5(1:400)
7 (1:400)
9 (1:400)

5(1:400)
9 (1:400)

5 (1:400)
9 (1:400)
NUP (1:400)

5(1:400)
NUP(1:400)

5 (1:800)
7 (1:800)

5(1:100)
9 (1:200)
11A(1:200)

5(1:200)
7(1:200)
NUP (1:400)

7 (1:100)
9 (1:200)
11A (1:200)
NUP (1:800)

7 (1:200)
9 (1:400)
NUP (1:400)
7 (1:200)
NUP (1:200)

7 (1:400)
NUP (1:400)

7 (1:400)
9 (1:400)

1 0.31

2 0.63

8 2.52

1 0.31

2 0.63

5 1.57

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

4 1.26

5 1.57

56

58

66

67

69

74

75

76

77

78

79

80

84

89

17.61

18.24

20.75

21.07

21.70

23.27

23.58

23.90

24.21

24.53

24.84

25.16

26.42

27.99
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Sorologia

Frequéncia Porcentagem

Frequéncia
Acumulativa

Porcentagem

Acumulativa

7 (1:800)
9 (1:800)

7 (1:800)
NUP (1:800)

7(1/100)
16A (1:100)
NUP (1/100)

7(1:100)

8A(1:100)
11A(1:200)
15(1:100)
NUP (1:400)

7(1:100)
8A (1:100)

7(1:200)
9(1:800)
11A (1:400)
14A(1:200)
NUP (1:800)

9 (1:100)
11A (1:100)
11B (1:100)

9 (1:200)
11 A (1:200)

9 (1:200)
11A (1:400)
11B (1:400)
NUP (1:400)

9 (1:200)
NUP (1:200)

9 (1:400)

9 (1:400)
11A (1:400)

9 (1:400)
11A (1:400)
11B (1:200)

9 (1:400)
11A (1:400)
11B (1:400)

1 0.31

1 0.31

2 0.63

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

1 0.31

3 0.94

2 0.63

1 0.31

2 0.63

6 1.89

90

91

93

94

95

96

97

98

99

102

104

105

107

113

28.30

28.62

29.25

29.56

29.87

30.19

30.50

30.82

31.13

32.08

32.70

33.02

33.65

35.53
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Frequéncia Porcentagem

Sorologia Frequéncia Porcentagem . i
9 9 9 Acumulativa Acumulativa

9 (1:400)

118 (1:400) 1 0.31 114 35.85
9 (1:400)
NUP (1:400) 3 0.94 117 36.79
9 (1:800)
11 A (1:400) 1 0.31 118 37.11
9 (1:800)
11A (1:800) 2 0.63 120 37.74
NR 180 56.60 300 94.34
NUP (1:100) 2 0.63 302 94.97
NUP (1:200) 5 1.57 307 96.54
NUP (1:200)
11A (1:200) 2 0.63 309 97.17
NUP (1:400) 7 2.20 316 99.37
NUP (1:800) 1 0.31 317 99.69

NUP 1:100 1 0.31 318 100.00
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CAPITULO II
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“Talvez nao tenhamos conseguido fazer o melhor,
mas lutamos para que o melhor fosse feito ...

N&o somos 0 que deveriamos ser.

N&o somos 0 que queriamos ser.

Mas, gracas a Deus,

Nao somos o que éramos.”

Martin Luther King



10. ARTIGO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para a revista Preventive Veterinary Medicine.

10.1 Normas de Publicacdo da Revista:

https://lwww.elsevier.com/journals/preventive-veterinary-medicine/0167-
5877/quide-for-authors

89


https://www.elsevier.com/journals/preventive-veterinary-medicine/0167-5877/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/preventive-veterinary-medicine/0167-5877/guide-for-authors

90

Leptospira infection in dogs: a serological, biochemical and molecular
study, and evaluation of risk factors
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ROSSI, R.1; LANGONI, H.%; PAES, A.C.1
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2 - Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Biosciences, Botucatu

Correspondence: vzadra@gmail.com

ABSTRACT

Leptospirosis is among the leading zoonoses worldwide. Domestic and wild
animals are key links in the transmission of the pathogen to humans. Among
domestic animals, the dog is recognized as an important source of infection in
urban areas, representing a serious public health problem. Even immunized,
dogs can eliminate leptospires in the urine for long periods. Contact with water
or soil contaminated by urine of these animals constitutes an important human
transmission route. The aim of this study was to evaluate healthy dogs as
asymptomatic carriers for the genus Leptospira spp. 318 samples were
evaluated by the microscopic serum agglutination (SAM), polymerase chain
reaction (PCR) for Leptospira spp, and biochemical. An epidemiological
guestionnaire was also applied to evaluate the risk factors of the disease in the
municipality. The most prevalent serovars were NUP (50%), Gryppotyphosa
(42%), Copenhageni (52%), and Icterohaemorrhagiae (42%), of 42.77% total
seroreagents. No positive samples were identified by PCR. The statistically
significant risk factor was the urban zone, the most prevalent being the
seroreagent animals from the southern and western districts of the city of
Botucatu - SP. It is concluded that leptospira bacteria is circulating in the
asymptomatic dogs evaluated, being able to disperse the bacteria to other
animals and even humans.

Key — words: leptospirosis, dogs, epidemiology, risk factors, diagnosis of

carriers.
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INTRODUCTION

Leptospirosis is a global importance zoonosis caused by bacteria of the
genus Leptospira (DAHER; ABREU; SILVA JUNIOR, 2010; GOLDSTEIN,
2010). Rattus norvegicus (rat) is the most important reservoir of Leptospira
spp., mainly in urban areas, being the maintenance hosts of Leptospira
interrogans serovar Copenhageni and Icterohaemorrhagiae, both belonging to
the serogroup Icterohaemorrhagiae, responsible for causing severe jaundice in
animals and humans (VIEGAS et al., 2001, DAHER, ABREU and SILVA
JUNIOR, 2010).

Dogs displays an important role in the spread of the disease, acting as a
source of infection for humans, due to the close relationship between those
species. Even after treatment, many dogs may remain unapparent renal carriers
of Leptospira spp. for an indefinite period, and they can eliminate this bacterium
through the urine in the environment for weeks, months or even years, putting in
risk other animals and humans. In this context, the dogs follow as disseminators
of leptospires representing a great risk to public health (MODOLO et al., 2006,
MAGALHAES et al., 2007, AZOCAR-AEDO et al., 2014).

The epidemiological study of leptospirosis is hampered by the diversity of
serovars, regional variations, as well as domestic species affected
(GOLDSTEIN, 2010). Due to the great difficulty of cultivation and isolation of
leptospires, serology becomes the most used diagnostic method in the
epidemiological surveys of leptospirosis (SILVA et al., 2009; MORIKAWA, et al.,
2015). The identification of asymptomatic carriers is a reason of great concern
from the point of public health, as well as for the veterinary clinical (KOIZUMI, et
al., 2013).

The present study aimed to evaluate the prevalence of asymptomatic
dogs with leptospirosis in the city of Botucatu, SP, Brazil, by serology using the
SAM technique, PCR from urine, biochemical profile and application of

epidemiological questionnaire to the owners to identify the risk factors.
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MATERIAL AND METHODS

Calculation of sample size

The Epi Info 3.5.1 software (CDC, 2008) was used to determine the minimum
number of samples, adopting 10% of expected prevalence, 95% confidence
level and 5% margin of error. The total population of dogs of the city was
calculated in approximately 27,000 dogs in the year 2014. Then, 318 dogs were
used from the routine of Veterinary Hospital - UNESP, and dogs domiciled of

the city of Botucatu/SP. No selection breed, sex or age was done.

Animals

The present study was approved by the Animal Experimentation Ethics
Committee of FMVZ / UNESP / Botucatu, SP, protocol CEUA number 29/2016.
The animals used in the study did not present clinical signs compatible with the
clinical disease and did not receive immunization against leptospirosis in the
last four months. They were submitted to physical evaluation to detect any
signal compatible with leptospirosis. For collection of samples and inclusion in
the study, the owners of the animals completed and signed a Free and Informed

Consent Form.

Collection of biological samples

Blood samples were collected for serology (SAM) and urine for PCR, both
processed at the Laboratory of Diagnostics of Zoonoses and Service of
Molecular Biology Applied to Zoonoses of the Department of Veterinary
Hygiene and Public Health of FMVZ - UNESP, Botucatu.

Five mL of blood were collected by jugular or cephalic venipuncture with a 5.0
mL disposable syringe and a 30 x 8 mm needle. The blood was transferred to a
dry tube and centrifuged at 3,000 RPM for 10 minutes to obtain serum, which
was stored in a 1.5 mL microtube in a freezer at -20 ° C until processing. The
urine was collected by cystocentesis (females) and by catheterization (males),
and storage in Eppendorf tubes RNAse and DNAse free with PBS solution, pH

7.6, diluted in a ratio of 1: 1, and maintained in freezer at - 20 °C until use.
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Diagnostic exams

Microscopic Soroagglutination (SAM)

The Microscopic Soroagglutination (SAM) test was performed at the Zoonoses
Diagnostic Laboratory of FMVZ - UNESP, Botucatu - SP, following the norms of
the Ministry of Health (BRASIL, 1995). Leptospira spp. cultures were used as
antigens, they were kept in an oven from 28°C to 30°C.

Serum from the animals was tested in the SAM against 12 serovars. As antigen,
cultures of leptospires standard strains maintained weekly in Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium (DIFCO Laboratories®), were
used.

The degree of agglutination was evaluated for each serovar, considering
positive those with 50% or more agglutination, i.e., at least 50% agglutinated
leptospires, and 50% free, against reference to the respective controls. The
titration was performed per the serum that presented 50% agglutination or more
in the screening test, and was performed only for the serovars reagents in the
screening test. The endpoint was determined from an initial dilution of 1: 100.
The cutoff point for positive agglutination reaction was defined as a titer greater
than or equal to 100 (WHO, 2003). The highest dilution of serum capable to
agglutinating 50% or more of leptospires in relation to the control is considered
as titre (BRASIL, 1995).

Biochemical analyzis

The serum of the animals included in the study was tested for a renal and
hepatic profile, with the following tests: urea, creatinine, alanine
aminotransferase (ALT), gamma glutamyltranspeptidase (GGT), alkaline
phosphatase (AF), bilirubin, Creatinine kinase (CK), and electrolytes such as

sodium and potassium.

Molecular diagnosis

Urine samples were processed at the Laboratory of Molecular Biology of
Zoonoses of FMVZ - UNESP, Botucatu - SP. Each sample was washed in
sterile buffered saline (SST), pH 7.6, prior to freezing, to remove proteins and
ions that could interfere with the PCR reaction. Each urine sample was

centrifuged at 11,000 g, the supernatant was discarded, and the pellet was
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washed in SST using an automatic vortex-type agitator (IKA®) by approximately
10 seconds. The procedure was repeated and the pellet resuspended in a final
solution of 1 mL of SST, for obtaining a high cellular concentration in the urine,
which was stored at -80 °C to proceed with the extraction.

The genomic DNA was extracted using the commercial DNA extraction Kit,
lllustra Blood Prep Mini Spin kit (GE Healthcare®, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK), according to the manufacturer's instructions.

DNA amplification was performed using Leptospira-specific primers described
by Mérien et al. (1992), corresponding to nucleotides 38 to 57 (LEP-1, 5'-
GGCGGC-GCGTCTTAAACATG-3) and 348 to 369 (LEP-2, ©5'-
TTCCCCCCATTG-AGCAAGATT-3'), of the primary structure of the gene 16S
rRNA from Leptospira interrogans serovar Canicola.

DNA amplification was performed according to Merien et al. (1992), with some
modifications. Each 0.2 mL reaction tube received 2.5 yl of PCR buffer (50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.0), 0.5 pl of MgCI 2 (1.5 mM) (Invitrogen®), 0.5 pl of
dNTP solution (200 pM) (Invitrogen®), 1.0 uL of each oligonucleotide (10 umol)
(RTD), 16.0 pl Ultra-pure water (Gibco®), 0,5 pyL of Taq platinum polymerase
(5U / uyL) and 3 pl of DNA obtained on extraction. Amplification was performed
with an initial denaturation cycle at 94 °C consisting of 3 minutes, followed by 30
cycles of 94 °C for 1 minute, annealing at 63 °C for 1.5 minutes, and a final
extension at 72 °C for 2 Minutes to complete the extension of the amplicons.
Positive samples resulted in a 331 bp product.

In order to visualize the products obtained, the horizontal electrophoresis was
used. Banding was performed under ultraviolet light (296 nm) in a
transilluminator, and then photographed and recorded using the GelDOC®it,
UVP, GelDoc-IT ™ (Imaging System) photodocumentation system, and Vision
Works® LS Software. The definition of positive results was based on the

presence of bands in the agarose gel, taking the positive control as reference.

Epidemiological questionnaire
Regarding each animal, an epidemiological questionnaire was used to study the
risk factors associated with Leptospira spp. The questions were formulated to

verify the various possibilities of exposure of the animals to the agent.
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The questionnaire was based on the epidemiology of leptospirosis, considering
the situation of the animals, if they had access to the street, vaccination status,
the different species that they live with (e.g. other dogs, cats, cattle, horses,
birds, wild animals), the local city, areas of flood, as well as the presence of

rodents and the availability of food in the owner residences.

Statistical analysis

The prevalence of asymptomatic carriers and their 95% confidence interval was
estimated in the studied population of 318 dogs. The distribution of frequencies
of various serovars of animals seroreagent was evaluated.

Next, the association between serology for leptospirosis and the risk factors
obtained through the questionnaire, and biochemical examination was
evaluated (PROC FREQ, SAS Institute, 2011). Factors that presented P value
<0.25 were analyzed for final multivariate analysis. Logistic regression models
were constructed to estimate the chances of seroreactivity to leptospirosis as a
function of the risk factors obtained with the questionnaire and biochemical
examination (PROC GLIMMIX, SAS Institute, 2011). Terms of interaction and
confounding factors among risk factors were included in the model and,

remained it, if they were significant.

RESULTS and DISCUSSION

The prevalence of seroreagent animals in the study was 42.77%, unlike
other studies such as Kikuti et al. (2012), had the seroprevalence of 20%, the
study of Langoni et al. (2013) showed the seroprevalence of 17%, and Modolo
et al. (2006) the seroprevalence of 15% in the samples analyzed. However, in
another study by Langoni et al. (2015), the seroprevalence was 39%,
corroborating with the current study.

It is important to note that the most frequently identified serovar in this
study was Nupezo 01 (NUP), a serovar belonging to the Canicola serogroup,
isolated from the Zoonoses Research Center - NUPEZO from canine urine. Of
the 136 reactive animals, 68 presented titers for the serovar NUP (50%).

Then, the prevalent serovars were Gryppotyphosa with 42% (57),
serovar Copenhageni 38% (52), Icterohaemorrhagiae 30% (42), Canicola 28%
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(39) and Cynopteri 28% (39), differing from results found in the literature.
Fonzar and Langoni (2012) in the city of Maring4, Parana, identified the most
common serovars as Pyrogenes (44%), Canicola (22%) and Copennhageni
(19%). According to Morikawa et al., (2015), a study carried out with dogs in the
city of Curitiba, the most frequent serovars were Canicola and
Icterohaemorrhagiae. In a study carried out in the city of Botucatu in 2006, dogs
were found to be predominant in the Castellonis (28%) and Autumnalis (19%)
serovars (MODOLO et al., 2006). Langoni et al. (2015) showed that the most
prevalent were Copennhageni (23.7%), Icterohaemorrhagiae (16.9%) and
Canicola (10.1%). Ciuffa et al. in 2016 verified the seroprevalence of 14.4% of
leptospirosis in dogs for elective castration. Seropositivity was found in the
serovars Canicola (10%), Icterohaemorrhagiae (3.3%) and Tarassovi (1%).

In a study with dogs from a commercial kennel of Ribeirdo Preto / SP, 34% of
animals were observed in the SAM. The most frequent serovar was the
Pomona, and there was no significant difference between males (29%) and
females (35%), and also between adults (34%) and pups (14%) (TAVARES et
al., 2016).

Male dogs are often more affected than females, probably by habits and
behaviors. In our study, the prevalence of 22.3% of male reactive dogs and
20.4% of female reactors was verified, and no statistical difference was verified.
As in the study by SILVA-ZACARIAS et al. (2014), they observed the
prevalence of 33.3% of male dogs and 25.5% of female dogs. The dogs with
access to the street 40.5% (129) presented higher prevalence to the SAM test.
Therefore, hunting dogs and dogs with access to the street are also at higher
risk of infection than dogs living in domestic environments, probably because of
the habit of walking the streets and parks having greater access to
contaminated water, being considered a risk factor for leptospirosis (MAELLE et
al., 2008; AZOCAR-AEDO et al., 2014).

In the present study, 99.6% (273) of the animals were No Race Defined
(SRD), and no statistical differences were found with the races analyzed,
possibly because of the low number of animals sampled from specific breeds.

In a study of 298 dogs in Switzerland, a higher prevalence of leptospirosis was
observed in adult dogs (5 to 9 years old - 47%), followed by 20% of puppies
less than one year old and 20% of young adult dogs aged 1 to 4 years (MAJOR
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et al., 2014). In Brazil, one study found a prevalence of 37.1% among young
adult dogs (1 to 5 years old) and 45.4% prevalence among adults (5 to 10 years
old). These results corroborate the data from our study, where adult animals (3
to 6 years old) had 16.9% seropositivity and young adults (1 to 3 years old) with
12.5% seroreagents.

According to Azocar-Aedo et al., (2014), dogs living in urban areas are
1.58 times more likely to contract the disease than those living in rural areas
due to the existence of reservoir hosts in urban areas, as demonstrated by the
detection of leptospires in rat kidneys captured in the urban region of Tokyo,
Japan (KOIZUMI, et al., 2008). The presence of leptospirosis in urban areas
may also be associated with an increase in the population living in areas of risk,
in poor hygiene conditions, facilitating the transmission of leptospirosis among
dogs (PICARDEAU, 2013). It was demonstrated in our study that both the
animals that had contact with the rural area (41.7%) and the animals that did
not have (46.0%) are seroreagent for the genus Leptospira.

The vaccinated animals presented 42.8% (157 dogs) of seroprevalence,
while the non vaccinated ones had 42.7% (79 dogs). The animals that were
reagents in SAM, according to the questionnaire answered by the owners,
received the last dose of vaccine applied more than four months ago. In
general, vaccinated dogs develop low titers.

In general, vaccinated dogs develop low titers of binding antibodies (100
to 400), which are detected in the SAM for up to three months after vaccination
(Modolo et al., 2006). Therefore, we can consider that the animals of this study
that presented titre 100, did not have vaccine interference.

In our study, 100% of the urine samples tested by PCR were negative.
Even when the animals have high anti-leptospira titers in the serological tests,
the non-detection of the agent in urine samples through the PCR technique can
happen. This event occurs in some situations, for example when the animals
tested were infected, presenting or not with the disease, and may have
eliminated the agent; when high serological titers result from a vaccine
response and not from a natural infection; and finally, when the infection is very
recent (SHUMABUKURO et al., 2003; OIE, 2012; ZIMMERMAN et al., 2012).
PCR is a widely used and promising technique, since it detects the disease

early and is also useful in the detection of asymptomatic carriers. The technique
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iIs more sensitive, more specific and faster than the culture, however, the
serology is able to detect the disease in the first week (BAL et al, 1994).

In one study in Ireland, 7% of domestic dogs had leptospira in the urine.
In the USA, the presence of leptospira in 8% of the dogs analyzed was also
reported. However, in Iran, the presence of leptospira in urine was reported in
22% of the animals. In the study by Rojas et al (2010), a low prevalence of
positive animals was found in the PCR, suggesting that a small volume of urine
(300 pl) was analyzed compared to other studies. Also, it has been suggested
that primer specific for LipL 32 is less sensitive than the primer for the 23S and
16S ribosomal RNA gene of Leptospira interrogans (GenBank [X17547.1]),
which amplifies a region with 330 bp. In the present study, the 16S primer of the
Leptospira interrogans rRNA was used, and there were no positive animals. We
used larger volumes of urine, minimum of 5 mL collected, also not obtaining
positive in the PCR.

The most common laboratory abnormalities found in leptospirosis are
increased liver enzymes (ALT, FA or AST), azotemia and electrolyte
disturbances (hypochloremia, hypokalemia and hyponatremia) (MAELE et al.,
2008).

The kidney is the target organ in Leptospira sp. or spp. The incidence of
acute renal injury is 40% to 60% of the individuals affected, as well as the
occurrence of hypokalemia. This change is a marker of lack of renal function in
patients with leptospirosis and acute renal injury. Increased serum creatinine
and CK suggest that rhabdomyolysis contributes to ARF, increasing K levels
(SEGURO and ANDRADE, 2013).

The results obtained serve as an alert to the zoonotic potential of canine
leptospirosis, as well as to the owners' exposure to some of the risk factors to
which the dogs were also exposed. The infected and asymptomatic animal can
eliminate leptospires via the urine for long periods and intermittently and can be
considered responsible for the persistence of the disease focus and source of

agent maintenance in the environment.

LIMITATIONS
PCR-negative samples occurred due to the lack of new collections on the same

day or on consecutive days, since the microorganism was not detected in the
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sample, since elimination is intermittent, so we should have done more
collections for the dogs. This procedure was not carried out due to the lack of
funding, since we had no technical reserve nor any aid for the project. All costs
of consumables, reagents, extraction kits and even disposables were
purchased with personal funds. It should also be noted that many owners were
refractory to the cystocentesis procedure and would not authorize daily
collections, even if they were clear about the minimal risks.

Urine culture was not performed because of the distance and location of the
collections, many neighborhoods are located on the periphery opposite the
University, and the samples would not be viable in the laboratory
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