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RESUMO

A leptospirose € uma antropozoonose causada por diferentes sorotipos de leptospiras cuja
epidemiologia estd associada a altos indices pluviométricos, com alta ocorréncia em animais
de companhia, de interesse zootécnico e espécies silvestres. Os cdes tem estreita relagdo com
humanos e pela infeccdo renal podem eliminar a bactéria pela urina, sendo importante fonte
de infeccdo. O presente estudo objetivou a determinacdo da soroprevaléncia e a carga
bacteriana de Leptospira spp. em 151 cdes de um Centro de Controle de Zoonoses. Foram
coletadas amostras de sangue para a obtencdo de soro e realizacdo da prova de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM). 59/151 (39,1%) dos animais foram sororreagentes para
pelo menos um sorovar sendo os de maior prevaléncia e com titulos mais elevados o sorovar
Copenhageni (23,73%) pertencente ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae € o sorovar
Icterohaemorrhagiae (16,95%). O sorovar Canicola, comumente encontrado nos caes,
apresentou 10,17% de sororreatividade com titulos menores. As amostras de soro foram
também submetidas a pesquisa de DNA da bactéria pela reacdo em cadeia pela polimerase
convencional (cPCR) utilizando-se os primers Lep1 e Lep2 e apenas uma amostra foi positiva
sendo submetida a PCR quantitativa (QPCR), que resultou numa carga bacteriana de
14.829.820/mL. Os resultados demonstram evidéncia de infec¢do por Leptospira spp. em
cdes, com niveis de anticorpos detectdveis a SAM, e que em um cdo foi possivel detectar a
bactéria no soro sanguineo. Destaca-se, portanto, a dispersdo de diferentes sorovares de
Leptospira spp. no ambiente, devido a eliminacdo destes sorovares por animais portadores
renais, bem como o risco de transmissao para outros animais € humanos e a importancia dos
cdes como animais sentinelas nos estudos epidemiolégicos.

Palavras-chave: leptospira, caes, anticorpos, DNA bacteriano.
ANTIBODIES AND DNA DETECTION OF Leptospira spp. IN CANINE SERUM
ABSTRACT

Leptospirosis is a anthropozoonosis caused by different serotypes of leptospira whose
epidemiology is associated with heavy rainfall, with high occurrence in pets, animals of
zootechnical interest and wild species. Dogs have close relationship with humans and in the
kidney infection can eliminate the bacteria in the urine, being an important source of
infection. The present study aimed to determine the prevalence of antibodies and bacterial
load of Leptospira spp. in 151 dogs received at a Center for Zoonosis Control. Blood samples
were collected to obtain serum which was submitted to the Microscopic Agglutination Test
(MAT). 59/151 (39.1%) dogs were seropositive for at least one serovar with the highest
prevalence and higher titers for the serovar Copenhageni (23.73%) serogroup
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Icterohaemorrhagiae and to sorovar Icterohaemorrhagiae (16.95%). The Canicola serovar,
commonly found in dogs, showed 10.17% of seroreactivity with smaller titles. Serum samples
were also examined for the presence of DNA of the bacterium by the conventional
Polymerase Chain Reaction (cPCR) using the primers Lepl and Lep2 and only one sample
was positive, being subjected to quantitative PCR (qPCR), resulting in bacterial load of
14.829.820/mL. The results show evidence of infection with Leptospira spp. in dogs, with
detectable levels of antibodies by MAT, and in one dog the bacteria could be detected in the
blood serum. It is noteworthy, therefore, the environment dispersion of different serovars of
Leptospira spp., due to the elimination of these serovars by carrier animals kidney, and the
risk of transmission to other animals and humans and the importance of dogs as sentinels
animals in epidemiological studies.
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DETECCION DE ANTICUERPOS Y ADN DE Leptospira spp. EN SUERO CANINO
RESUMEN

La leptospirosis es una antropozoonosis causada por diferentes serotipos de leptospira cuya
epidemiologia se asocia con alta precipitacién, con una alta incidencia en los animales
domésticos, de interés zootécnico y las especies silvestres. Los perros tienen una estrecha
relacién con los seres humanos y la infeccion renal puede eliminar las bacterias en la orina,
una importante fuente de infeccién. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de anticuerpos y la carga bacteriana de Leptospira spp . en 151 perros recibido en
un Centro de Control de Zoonosis. Se recogieron muestras de sangre para obtener suero y la
realizacion de la Prueba de Aglutinacién Microscépica (MAT). 59/151 (39,1%) de los perros
eran seropositivos a al menos un serovar, con mayor prevalencia y titulos mayores para el
serovar Copenhageni (23,73%) del serogrupo icterohaemorrhagiae (16,95%). El serovar
canicola, que se encuentra comuinmente en perros, mostré 10,17% de serorreactividad con
titulos menores. También se examinaron muestras de suero para detectar la presencia de ADN
de la bacteria por la reaccion en cadena de la polimerasa convencional (cPCR) utilizando los
cebadores LEP1 y LEP2 y s6lo una muestra fue positiva, siendo sometida a PCR cuantitativa
(qPCR), lo que resultdé en un cargo bacterial 14.829.820/mL. Los resultados muestran
evidencia de infeccién con Leptospira spp. en perros, con niveles detectables de anticuerpos
MAT y que en un perro podria detectar bacterias en el suero sanguineo. Es de destacar, por lo
tanto, la dispersion de diferente serovares de Leptospira spp. para el medio ambiente, debido
a la eliminacién de estos serovares por animales portadores renales, asi como el riesgo de
transmisioén a otros animales y seres humanos y la importancia de los perros como animales
centinelas en los estudios epidemioldgicos.

Palabras clave: leptospira, perros, anticuerpos, ADN bacteriano.
INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana aguda ou cronica de grande polimorfismo
clinico que afeta diversas espécies animais, entre elas os caninos, ¢ humanos. Seu agente
etiolégico € a Leptospira interrogans, com mais de 250 sorotipos.

Os animais domésticos e silvestres podem se tornar portadores e contribuir para a
disseminagdo das leptospiras no ambiente. Humanos se infectam direta ou indiretamente,
respectivamente, por lesdes na pele e mucosas ou por meio da dgua, solo e alimentos
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contaminados com urina de animais portadores (1). Os roedores geralmente sdo portadores
permanentes de diversos sorovares de leptospiras, portanto, os ambientes em que circulam
estdo constantemente contaminados (2).

Nos cées, a infec¢do pode variar de quadros assintomdticos a graves. A forma mais
grave € a hemorragia que se instala repentinamente com febre por 3 a 4 dias, seguida por
rigidez e mialgias nos membros posteriores, hemorragia na cavidade oral com tendéncia a
formagao de ulceras, necrose e faringite. Em etapa posterior pode haver gastroenterite
hemorragica e nefrite aguda. Tanto na leptospirose pelo sorovar Canicola como pelo
Icterohaemorrhagiae pode haver ictericia (3).

O caréter zoondtico da enfermidade € dado pela transmissdo da bactéria para humanos,
principalmente, por meio da urina de roedores e também pelo contato com caes, que adquirem
a doenca pelo contato com outros cdes ou roedores que urinam em dreas comuns. As dreas
tropicais do globo sdo endémicas, devido ao alto indice pluviométrico, sendo que os maiores
registros de casos de leptospirose sdo nas estacdes chuvosas; havendo um agravamento em
inundacdes, situacdes em que os roedores migram para os domicilios (3,4).

No Brasil, os achados soroldgicos em cdes indicam a soroprevaléncia de diferentes
sorovares, como Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Pyrogenes, Hardjo,
Castellonis e Ballum entre outros, variando as porcentagens e importancia entre os Varios
pesquisadores e regides (1,4-8).

O teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) € considerado pela Organizagdao
Mundial da Satide como o método de eleicao para diagndstico soroldgico da leptospirose,
apresentando alta sensibilidade e especificidade, aliado a simples execucdo e precocidade dos
resultados (9). As ferramentas moleculares t€ém contribuido para a avaliacdo epidemioldgica
da condicdo de infec¢do e contaminag@o ambiental, auxiliando na determinagdo de portadores
renais. A deteccao do DNA pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) € altamente sensivel
e permite um diagndstico acurado. Perfis de deteccdo direcionados para leptospiras
patogénicas sdo estudados atualmente, porém a utilizacdo de primers género-especificos
associado com provas soroldgicas e a clinica permitem uma maior confiabilidade dos
resultados, melhor interpretacdo e atividades de vigilancia com vistas ao controle da
disseminac¢do da infeccdo (1).

Este estudo teve como objetivo determinar a soroprevaléncia de anticorpos e a presenca
de DNA de Leptospira spp. pela PCR e a carga bacteriana nas amostras de soro de caes
recebidos em um Centro de Controle de Zoonoses buscando-se elucidar os aspectos de
epidemiologia e de patogenia na infeccao leptospirica.

MATERIAL E METODOS
Animais e obtencdo de amostras

Utilizou-se o programa Epi Info (10) para se determinar o cdlculo do nimero de
amostras (n). Considerando-se uma populagdo humana de 344.039 habitantes no municipio, e
uma propor¢ao da populacdo humana em relacdo a canina de 1:7 (11), estimou-se a populagao
canina aproximada de 49.000 animais, e, como a prevaléncia em animais errantes na regiao
era desconhecida, utilizou-se como referéncia uma prevaléncia esperada de infeccdo por
Leptospira spp. De 50%, nivel de significancia (o) de 5%, nivel de confianca de 95% e
margem de erro de 8%, encontrando-se um n de 151 animais que foram avaliados sem
predilecdo por sexo, raca ou idade. As amostras de sangue foram obtidas por puncio da veia
cefdlica e centrifugadas a 1600xg por 10 minutos e o soro foi acondicionado em microtubos
de 1,5 mL, identificados, e congelados a -20°C até o momento do uso.
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Soroaglutinagcdo microscopica (SAM)

A pesquisa de anticorpos para Leptospira spp. foi realizada de acordo com o Manual
Técnico de Leptospirose, do Ministério da Saude (12), utilizando-se 29 sorovares de
Leptospira spp., como segue: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis,
Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo
Prajitno, Hardjo Miniswajezak, Hardjo C.T.G., Hardjo Bovis, Wolffi, Shermani, Tarassovi,
Andamana e Patoc. Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a 1:50, considerando-se
como reagdo positiva quando 50% ou mais de leptospiras estavam aglutinadas, pesquisando-
se o titulo final até a diluicio onde ocorreu 50% ou mais de aglutinacdo de leptospiras,
considerando-se como positivas a partir do titulo 100/UL

Diagndstico molecular — Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada nas 151 amostras de soro, positivas e negativas para
anticorpo anti-Leptospira spp., para expor o DNA bacteriano. A extracao e purificacdo foi
realizada utilizando-se kit de extracdo Illustra blood genomic Prep Mini spin kit (GE
Healthcare Life Sciences do Brasil Ltda.®), com algumas alteracdes, conforme instrucio do
fabricante, e avaliado em espectrofotdmetro.

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O DNA de Leptospira spp. foi amplificado pelos primers Lepl (5°-
GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’) e Lep2 (5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3’),
desenhados para o gene 16S ribosomal RNA de Leptospira interrogans (GenBank
[X17547.1]), que amplifica um regiao com 330 pares de bases (bp), como descrito por Mérien
et al. (13). Utilizou-se 25 pLL contendo 1X tampao de PCR (10 mM Tris HCI pH 8.0, 50 mM
KCl), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 10 pmol de cada primer, 10 ng DNA purificado, e 0,2
U.uL! de Platinum Tag DNA polimerase.

Utilizando-se termociclador Mastercycler ep 432 gradient (Eppendorf, USA) e o
seguinte protocolo: denaturagdo inicial de 94° C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94° C por 1
min, 63° C por 1 min e 30s, e uma extensdo final de 72° C por 2 min. Os produtos de PCR
foram aplicados em um gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, e submetido a
eletroforese em tampao TBE (0,09 M Tris-HCI, 0,09 M acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,3)
por 60 min sob 80V (Electrophoresis Power Supply Model EPS 301; Life Technologies,
EUA). Os fragmentos de amplificacdo foram visualizados em sistema GelDoc-It™ Imaging,
utilizando-se o software VisionWorks® LS (UVP, EUA).

PCR quantitativa (qPCR): determinacdo da carga bacteriana

A tnica amostra de soro positiva na cPCR foi submetida a qPCR para a determinagao
da carga bacteriana utilizando-se os mesmos primers direcionados para a regido alvo Lepl e
Lep2, amplificando um produto de 330 pb, utilizando o sistema SYBR Green, com as mesmas
temperaturas e tempo de denaturacdo, pareamento e extensdo. A reacdo foi processada e
visualizada em equipamento de qPCR.
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Andlise dos dados

Os dados epidemioldgicos e resultados da pesquisa de anticorpos para Leptospira spp.
foram tabulados em planilha Excel. As associagcdes entre as varidveis epidemioldgicas e os
resultados da sorologia foram analisadas pelos testes de Qui-quadrado ou Exato de Fisher,
considerando-se nivel de significancia (o) de 5% (14). Todos os testes foram realizados em
programa Epilnfo™ v.3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 151 animais, 59(35,1%) foram sororreagentes pelo menos para um sorovar. Os
sorovares encontrados e as respetivas titulagdes encontram-se na Tabela 1. Os resultados das
andlises da associa¢do dos dados epidemioldgicos e animais sororreagentes na tabela 2. Na
reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) apenas um animal foi positivo € na
gqPCR a unica amostra de soro positiva apresentou carga bacteriana de 14.829.830
leptospiras/mL.

Tabela 1. Soroprevalencia, sorovares e titulos de anticorpos para os respectivos sorovares de
leptospiras pela SAM. Botucatu, 2014.

Sorovares N* % Titulos
100 200 400 800 1600 3200 6400

Copenhageni 14 23,73 4 4 4 1 2 - -
Djasiman 11 18,64 7 4 - - - - -
Icterohaemorrhagiae 10 16,95 2 3 3 - - 1 1
Gryppotyphosa 6 10,17 12 1 2 - - -
Canicola 6 10,17 4 - 2 - - - -
Australis 3 5,08 1 2 - - - - -
Bratislava 2 3,39 1 - - 1 - - -
BTU (Botucatu) 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + Djasiman* 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + Gryppotyhposa* 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + BTU* 1 1,70 - - - 1 - - -
Autumnalis + Djasiman* 1 1,70 - 1 - - - - -
Australis + Copenhageni* 1 1,70 - - - - - - 1
5 sorovares co-aglutinantes’ 1 1,70 1 - - - - - -
TOTAL 59  100,0 23 15 10 5 2 1 2

Legenda: *N niimero de animais reagentes; * Coaglutinagio; ' Sorovares Australis, Bratislava, Djasiman, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae.

Um mesmo animal pode reagir para mais de um sorovar considerando-se como
responsavel pela infec¢cdo o de maior titulo, € como co-aglutinantes os demais sorovares
reagentes. A grande maioria dos animais responderam ao sorovar Copenhageni (23,73%) do
sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Este sorovar € mantido por roedores sinantropicos, com alta
prevaléncia em cdes e humanos nas grandes metropoles brasileiras (15). O sorovar
Icterohaemorrhagiae mostrou-se reagente em 16,95% dos animais, com titulos elevados em
dois animais (Tabela 1). O sorovar Canicola foi encontrado em 10,17% das amostras com
outros sorovares co-aglutinantes.
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Leptospiras patogé€nicas dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola estdo
associadas a maioria dos casos clinicos de leptospirose em caes, embora a infec¢do por
leptospiras por outros sorogrupos também tenha sido demonstrada por técnicas soroldgicas
(16). O sorovar Djasiman (18,64%) é um sorovar frequente em outros estudos (4-6).
Encontrou-se co-aglutinacdo em seis animais para cinco sorovares. Na maioria das regides
tropicais, prevalece a infec¢do canina por leptospiras dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e
Canicola (17).

Tabela 2. Associacdo entre variantes epidemioldgicas e os resultados na SAM, para
leptospirose. Botucatu, 2014.

Varidveis N SAM? Variavel (%); OR (IC95%)* P!
1C95%"
Sexo Macho 96 40 41,67; 32,30 — 51,69
1,35 (0,68 - 2,69) 0,25°
Fémea 55 19 34,54; 23,36 — 47,81
Idade Até 1 ano 3 1 33,33; 6,76 — 80,59
1 <n<5anos 35 13 37,14; 23,14 — 53,78

- 0,67
5<n< 10 anos 55 25 45.45; 32,99 — 58,53

> 10 anos 58 20 34,48; 23,55 -47,39

Legenda: * Positivos para a pesquisa de anticorpos pela SAM quando titulo > 100; ” Frequéncia de reagentes baseada na varidvel estudada,
com intervalo de confianca de 95%;  OR: Odds ratio;* P: valor de P para o = 5%; ° Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-quadrado.

O sorovar com maior titulo foi o Icterohaemorrhagiae, sendo de 3200 Ul em um animal
e 6400 UI em outro. Os animais podem apresentar titulos varidveis e muitas vezes somente de
contato com o agente, como 100 UI ou 200 UI, podendo significar somente infeccdo, e as
vezes residuo de anticorpo como resposta a vacinagdo. Titulos maiores podem indicar doenca,
e o animal pode tornar-se reservatério com eliminacdo do agente pela urina na fase de
leptospirdria, contaminando o ambiente, e assim infectando outros animais e até humanos (3).

Nao houve diferenca significativa nas varidveis epidemioldgicas como a idade,
discordante de outros trabalhos (5). Com relagdo ao sexo, os machos apresentaram 1,35 vezes
mais chance de infeccdo em relacdo as fémeas, resultado similar aos encontrados por Batista
et al. (18), onde os machos apresentaram 1.38 mais chances de se infectarem.

A tnica amostra de soro positiva na PCR convencional, revelou carga bacteriana na
gPCR, de 14.829.830 leptospiras/mL. Este fato mostra que apesar do animal se encontrar
clinicamente normal, o mesmo apresenta leptospiras circulantes, podendo servir como
reservatorio com a eliminagao de leptospiras pela urina.

No caso de micro-organismos que apresentam maior dificuldade para seu isolamento, a
utilizagdo da PCR € de grande importancia, ja que permite detectar pequenas quantidades de
DNA do patégeno, pela sua alta sensibilidade (19). Ela vem sendo utilizada cada vez mais na
clinica didria e ndo somente em pesquisa (14,20,21), melhorando a sensibilidade diagndstica
em muitas situacoes.

CONCLUSOES

O sorogrupo Icterohaemorrhagiae com os sorovares Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae foram os mais frequentes, e responderam com titulos mais elevados.
Com relagdo a idade, nao houve diferencas entre as faixas etdrias e os machos apresentaram
1,35 vezes mais chance de se infectarem em relacao as fémeas.
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Sugere-se a realizacdo com maior frequéncia de exames soroldgicos para leptospirose
em animais recebidos em Centros de Controle de Zoonoses, como atividade de vigilancia,
pois os caes fazem parte da cadeia epidemioldgica de transmissdao da leptospirose humana,
pela possibilidade de eliminag@o da leptospiras pela urina. Desta forma pode-se conhecer a
dispersdo dos vdrios sorovares no meio ambiente e os riscos de infec¢do para humanos e
animais.
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