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RESUMO

As atividades intrisincas ao estagio curricular supervisionado foram desenvolvidas no
Laboratorio de doencas infeciosas da Universidade Federal de Uberlandia (Ladoc-UFU),
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia, sob supervisdo
da Prof®. Dra.Anna Monteiro Correia Lima, no periodo de 08 de abril a 18 de junho perfazendo
um total de 400 horas. No laboratdrio foram acompanhas todas as atividades realizadas, o que
incluia lavagem, esterilizacdo e organizacdo de materiais e equipamentos do laboratorio,
realizacdo e interpretacdo de cultura de micro-organismos, teste de susceptibilidade a
antimicrobianos (TSA ou Antibiograma), e ensaios rapidos imunocromatograficos. Realizacdo
e interpretacdo de exames para lesptospira, em especial o Teste de Aglutinacdo Microscépica
(MAT), sendo a leptospirose uma doenca infectocontagiosa, que acomete 0s animais e 0s seres
humanos e de carater zoonético, serd o enfoque do trabalho. Durante o estagio foi realizado 62
MAT, foram testados 26 bovinos, sendo sete7 animais reagentes para 0S Sorovares
Hardjoprajitino e Wolffi, 22 cées, sendo quatro animais reagentes para 0s sorovares Bratislava
e Icterohaemorrhagiae, e 14 ovinos, todos negativos. O estagio currilar foi de suma importancia,
pois permitiu a insercdo da préatica laboratorial no cotidiano profissional tdo necessario para uma
boa capacitacdo da graduanda, uma vez que € responsabilidade exclusiva do Médico Veterinario
a execucao das técnicas de diagndésticos que permitem contribuir com a promocédo da Saude

Humana e Animal.

PALAVRAS — CHAVE: Leptospira spp.. Microaglutinagdo. Soroaglutinagdo. Sorovares.



ABSTRACT

The activities intrisic to the curricular internship supervised were developed in laboratory of
infectious diseases at the Universidade Federal de Uberlandia (UFU-Ladoc), Department of
veterinary medicine of the Universidade Federal Uberlandia, under supervision of prof?. Dr
Anna Monteiro Correia Lima, during the period from April 08 to June 18 for a total of 400
hours. In the lab were accompanied all activities, which included washing, sterilization and
organization of laboratory materials and equipment, accomplishment and interpretation of
culture of micro-organisms, antimicrobials susceptibility test (TSA), and quick
imunocromatograficos trials. Accomplishment and interpretation of tests for lesptospira
especially the Microscopic Agglutination Test (MAT), being leptospirosis an infectious disease
that affects animals and humans in zoonotic character, will be the focus of the work. During the
internship was carried out 62 MAT, were 26 tested bovine, being seven animals reagents for
the Hardjoprajitino serovars and Wolffi serovars, 22 dogs, being four animals reagents for the
Bratislava Icterohaemorrhagiae serovars, and 14 sheep, all negative. The intership curricular was
of utmost importance, because it allowed the insertion of laboratory practice in everyday
professional life so necessary for a good training of graduating, since it is the exclusive
responsibility of the Veterinarian execution the techniques of diagnostics that allow to
contribute to the promotion of human and animal health.

KEY WORDS: Leptospira spp.. Micro-agglutination. Serum agglutination.Serovars.
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1 INTRODUCAO

As atividades inerentes ao estagio curricular supervisionado foram desenvolvidas no
Laboratorio de Doencas infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (Ladoc-
UFU), na area de Medicina Veterinaria Preventiva, no periodo de 08 de abril a 18 de junho de
2019, perfazendo um total de 400 horas, sob supervisdo do Prof?. Dra. Anna Monteio Correia
Lima responsavel, pela disciplina de Doencas Bacterianas dos Animais Domésticos e
coordenadora técnica do Laboratério de Doencas Infecciosas da Universidade Federal de
Uberlandia.

A disciplina do estagio curricular obrigatério é importante para o desenvolvimento
profissional do aluno, tendo a oportunidade de praticar os conhecimentos obtidos durante a
graduacdo e ter contato com a &rea de interesse dentro da Medicina Veterinaria. A escolha da
area de estagio partiu devido a afinidade com a Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Publica que sdo essenciais, pois, se ocupam da promocao, protecdo e vigilancia da sadde dos
animais e seres humanos.

O local de estagio foi escolhido pelo fato do laboratério dispor de uma estrutura fisica
qgue permitiu o acompanhamento da rotina laboratorial, no diagnostico de doencas
infectocontagiosas, que foi possivel por possuir corpo profissional adequado. Outro fator de
igual importancia para essa escolha foi a necessidade de formar uma opinido critica,
principalmente, sob os diferentes meios diagndsticos de doencas infectocontagiosas usados na
instituicdo escolhida para o estagio, tendo em vista, a disponibilidade de seus recursos e caso
esta atendesse as expectativas, futuramente seria cogitado como um local para pleitear uma das
vagas do seu programa de residéncia na area de Medicina Veterinaria Preventiva devido a
magnitude do mesmo para o aprimoramento profissional.

Neste relatdrio serdo apresentadas sucintamente as atividades realizadas no laborat6rio
de doencas infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia, com énfase no
diagnostico de leptospirose utilizando a técnica indireta do Teste de Aglutinacdo Microscopica
(MAT) e também uma breve revisdo de literatura sobre as caracteristicas do agente Leptospira
spp., sua epidemiologia, sinais clinicos, prevengdo e controle e posterior discusséo frente a

literatura vigente.
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2 LOCAL DE ESTAGIO

A estrutura do Laboratorio de Doencas Infecciosas esta inserida no Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal Uberlandia (DPMV-UFU),
localizado no Campus Umuarama, Avenida Ceara, Bloco 2D, sala 33, setor Umuarama,
municipio de Uberlandia, estado de Minas Gerais (Figura 1A, 1B). O funcionamento é de
segunda a sexta feira, das 7:00 da manha as 18:00 da tarde. O laboratdrio oferece exames de
apoio diagnostico, além do desenvolvimento de projetos de pesquisa de mestrado e doutorado
na area de concentracdo em Ciéncias Veterinarias.

A estrutura fisica do laboratério é constituida por uma sala de cultura, (Figura 2A), uma
sala de lavagem e esterilizacdo de material contaminado (Figura 2B), uma sala de lavagem e
esterilizacdo de material ndo contaminado (Figura 3A), uma sala de microscopia, (Figura 3B).
Possui ainda uma sala de estudos com bancadas de uso comum para exames de rotina, (Figura
4A). Possui também uma sala para técnicas moleculares, e uma capela de fluxo laminar apenas
para a montagem de mix para o uso em Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Figura 4B) e
uma sala de apoio administrativo.

O Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas tem como equipe a docente Dra. Anna
Monteiro Lima (coordenadora), Lara Reis Gomes (Técnica de laboratério e Doutoranda do
programa de pos-graduacdo em Ciéncias Veterinarias da UFU), duas residentes de primeiro ano
e duas residentes de segundo ano do programa de residéncia Uniprofissional em Medicina
Veterinaria, Area de concentracdo Medicina Veterinaria Preventiva da UFU, além de

doutorandas do Programa de pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias da UFU.
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Figura 1 - Estrutura fisica do Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.

A) Entrada do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva. B) Entrada do Laboratério de Doencgas
Infectocontagiosas. Fonte: autor, 2019.

Figura 2 -Estrutura fisica do Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.

A) Sala de cultura. B) Sala de lavagem e esterilizacdo de material contaminado.
Fonte: autor, 2019.
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Figura 3 —Estrutura fisica do Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.

A) Sala de lavagem e esterilizacdo de material ndo contaminado. B) Sala de microscopia.
Fonte: autor, 2019

Figura 4 — Estrutura fisica do Laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.

A) Sala de estudos e bancadas de uso comum para exames de rotina. B e C) Sala para técnicas moleculares, e
uma capela de fluxo laminar apenas para preparo do mix para o uso em Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Fonte: autor, 2019
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3 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades desenvolvidas durante o estagio curricular obrigatério consistiram em
lavagem e esterilizacdo de materiais bioldgicos e ndo biologicos, coleta de especimes clinicas,
preparacdo de meios, cultura e antibiograma de amostras bioldgicas (swab de orelha externa,
urina, secrecoes, feridas, leite entre outras) que consiste no cultivo de agentes infecciosos em
meio proprio, que permite a nutri¢do, o crescimento e a multiplicacdo. Apdés a identificacdo de
tais micro-organismos, foi realizado o antibiograma, uma vez que este contribui de maneira
direta para a escolha do antibiotico ideal. Ainda foi realizada sorologia de Leptospirose por
meio do MAT, cultura e repique de cepas de Leptospira spp., coleta de materiais e realizacdo
de testes de imunocromatografia que sdo testes de triagem para o diagnostico de doencas através
da deteccdo de antigenos ou anticorpos para cinomose, parvovirose, coranovirose, virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV) e brucelose. Além de visitas
técnicas nas fazendas experimental Gldria e Capim Branco para a vacinagao de novilhas contra
Brucelose.

A quantidade de exames realizados durante o periodo de estagio esta apresentada nas
tabelas 1 e 2, sendo o ensaio imunocromatografico o mais solicitado, destacando o Virus da

imunodeficiéncia felina (FIV) e o Virus da leucemia felina (FeLV) como o0s mais testados.

Tabela 1- Exames acompanhados no Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU)- MG- durante o periodo de 08/04/2019 a 18/06/2019.

Exame Quantidade
Teste de Aglutinacdo Microscépica 62
Cultura e Antibiograma 29
Ensaios Imunocromatograficos 139

Fonte: Sistema de registro Ladoc, 2019.

Tabela 2. Diagnostico de ensaios imunocromatograficos acompanhados no Laboratério de
Doengas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) MG- 20109.

Exame Quantidade Positivos Porcentagem dos
Positivos (%)
Cinomose 31 7 22.58
Parvovirose 13 12 92,31
Coronavirose 13 1 7.69

continua
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Tabela 2. Diagnostico de ensaios imunocromatograficos acompanhados no Laboratorio de
Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) MG- 2019.

conclusao
FIV* 41 5 12,19
FeLV** 41 10 24,39

*Virus da imunodeficiéncia felina (FIV). ** Virus da leucemia felina (FeLV).
Fonte: Sistema de registro Ladoc, 2019.

Apesar do maior nimero de exames ter sido realizado para imunocromatografia, o
interesse pelas zoonoses, fez com que a énfase deste trabalho fosse a leptospirose, além de ser
uma enfermidade que pode acometer vérias espécies e trazer prejuizos para diversos
seguimentos em que atua o médico veterinario. No ambito da producdo, por exemplo, ela é
capaz de gerar baixos indices produtivos, afetando significativamente o setor agropecuario e,
para a saude publica, ela é uma importante zoonose, trazendo riscos a salde humana e a dos
animais de companhia (ECKSTEIN et al., 2017)). Assim, serd apresentada uma revisdo de

literatura, descricdo da metodologia para realizacdo do MAT durante o estagio e a discussao.
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4 LEPTOSPIROSE

4.1 Revisdo de Literatura

A leptospirose é uma doenga infectocontagiosa, que acomete 0s animais e 0s seres
humanos sendo um sério problema para a satde publica, de carater zoonoético e é causada por
uma bactéria do género Leptospira (FIGUEREDO et al, 2001; SONJA et al., 2014).

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1880, no Cairo, por Larrey; no entanto
somente em 1886 que a leptospirose humana foi detalhada por Weil, depois de observar, quatro
pacientes com sintomas de febre, ictericia e hemorragias, com comprometimento hepatico e
renal, sendo assim seu nome ainda hoje associado as formas graves da doenca, denominada
Sindrome de Weil (BRASIL, 1995).

A enfermidade ocorre principalmente em regifes com temperatura e umidade elevadas,
condi¢des ambientais essas ideais para crescimento e sobrevivéncia do agente etiologico. Trata-
se de uma enfermidade de carater sazonal com maior ocorréncia nas esta¢fes do ano verao e/ou
outono. No Brasil costuma ocorrer em surtos, principalmente em periodos com maior
concentracdo de chuva, pois altos indices pluviométricos favorecem a ocorréncia de enchentes,
solos encharcados e lamas, que propiciam a sobrevivéncia da bactéria no ambiente, e sua
disseminacéo (BRASIL, 2007).

Fatores socioecondmicos, como a falta de saneamento basico e o crescimento
desordenado de comunidades, encontrados em algumas regides do Brasil, quando associados
ao clima tropical, altas taxas de umidade e elevadas temperaturas, favorecem a ocorréncia das
epidemias como a leptospirose (VASCONCELOS et al., 2012). Nas cidades os principais
reservatorios e transmissores da leptospirose para 0s seres humanos saos 0s cées e o rato do
esgoto (RIBEIRO et al., 2003).

As leptospiras participam de um ciclo envolvendo seus hospedeiros primarios, 0s
roedores e animais selvagens, e a partir deles alcangam os hospedeiros secundarios, animais
sinantrépicos e ou domeésticos. Essa enfermidade pode ter curso agudo ou crénico, sua
patogenicidade depende do sorovar infectante e da susceptibilidade do hospedeiro
(HAJIKOLAEI et al., 2005).
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4.2 Etiologia

Leptospira spp. sdo bactérias gram-negativa, apresentam-se em forma de hélice,
possuem um orgao locomotor de nome endoflagelo que sdo essenciais para sua motilidade, com
isso ela consegue se movimentar mesmo em meios viscosos (PICARDEAU, 2013;
PICARDEAU, 2017). Fazem parte do filo das espiroquetas, ordem SPIROCHAETALES,
familia LEPTOSPIRACEAE, 24 espécies estdo listadas na List of prokaryotic names with
Standing in Nomenclature (LPSN) dentro do género Leptospira, uma em reclassificacdo (L.
parva), agrupadas em 24 sorogrupos com mais de 300 sorovares (FOUTS et al., 2016;
PICARDEAU, 2017; PUCHE et a, 2017; LPSN, 2019; EUZEBY, 2019)

As leptospiras estdo divididas sorologicamente em dois grupos, sendo um grupo das
patogénicas e outro das ndo-patogénicas (saprofitas), porém, alguns pesquisadores definiram
filogeneticamente um terceiro grupo, denominado intermediario que possuem caracteristicas
distintas das espécies de carater patogénico e nao-patogénicas (saproéfita), sua patogenicidade
ainda ndo esta clara (PICARDEAU, 2014).

A persisténcia de focos da leptospirose pode ser justificada através de caracteristicas do
préprio agente etioldégico, como a elevada variacdo antigénica, a variedade de animais
susceptiveis a infeccdo e a capacidade de sobrevivéncia do mesmo no meio ambiente (BRASIL,
2009).

4.3 Caracteristicas do micro-organismo

Possuem forma helicoidal, sdo moveis, flexiveis, possuem dois flagelos responsaveis
por sua movimentam em rota¢do € medem normalmente de 0,1 a 0,15 um de espessura por 6,0
a 12,0 um de comprimento. Uma das principais caracteristicas das leptospiras S80 0s ganchos
encurvados que auxiliam na movimentacdo em ambientes aquosos ou mesmo de consisténcia
gelatinosa (GREENE et al. 2006; ADLER, 2015).

Sao bacteérias aerdbias e fastidiosas, sua multiplicacdo é em temperatura de 28° a 30°C
e em pH compreendido entre 7,2 e 7, 4. Em cultivo em laboratorio, ndo utilizam agucares ou
aminoacidos como combustivel energético (PICARDEAU, 2013; SILVA et al., 2015).
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4.4 Epidemiologia e saude publica

A leptospirose € uma zoonose distribuida mundialmente em ambientes urbanos e rurais,
em climas tropicais e temperados. Fatores como o crescimento desordenado da populagdo em
situacdo de extrema pobreza sem assisténcia higiénico-sanitaria e servigo de salde, associado a
desordens climaticas como chuvas fortes, contribuem para maior disseminacao dessa doenca
(ADLER & MOCTEZUMA, 2010; PICARDEAU, 2013; SANCHEZ, 2015).

A leptospirose tem sua relevancia em saude publica especialmente em paises em
desenvolvimento devido as deficiéncias no saneamento basico, o que afeta populacbes
vulneraveis como produtores rurais e moradores de setores urbanos precarios (IZIRUIETA et
al., 2008). Estima-se que exista uma incidéncia anual mundial de 1,03 milhdes de casos clinicos
em seres humanos e 58.900 mortes, o que coloca a leptospirose como a zoonose mais
disseminada em todo mundo e a principal causa de doengas em muitas espécies de animais
domésticos (ADLER, 2015; COSTA et al., 2015).

No Brasil, de 2001-2009, foi registrada uma média de 13474, 9 notificacBes anuais de
casos de leptospirose humana com letalidade de 10,8%, e no ano de 2007 somente 0s custos
hospitalares somaram o total de US$ 439.956,47 e ndo existe ainda vacina disponivel para
uso em seres humanos (FIOCRUZ, 2007.; SOUZA et al., 2011; VASCONCELOS et al.,
2012). Faz-se necessario bom conhecimento da epidemiologia da leptospirose humana, pois
apesar de ser uma doenca de notificacdo compulsoria, é pouco diagnosticada, com a deteccdo dos
reservatorios animais envolvidos, das cepas e sorovares circulantes, dos padrbes sazonais e
geogréficos, aspectos eco-epidemioldgicos e das populagdes especificas de risco, que podem
ser determinados pela vigilancia epidemioldgica e subsidiar estratégias de intervencdo e
prevencdo (GOARANT, 2016; LANGONI et al., 2017; ROST, 2018).

A infeccdo leptospirica quando em hospedeiros de manutencdo ou também
denominados de hospedeiros preferenciais, na maioria das vezes ndo é capaz de causar a
leptospirose ou se manifesta de forma subclinica, nesses hospedeiros ocorre colonizagéo renal
por um longo periodo, promovendo disseminagdo ambiental. J& nos hospedeiros acidentais, a
doenca se manifesta de forma grave, evidenciando os sinais clinicos e a colonizagao renal é
rapida, por isso é importante diferenciar infec¢do por Leptospira spp. de leptospirose (ROJAS
etal., 2010; LUCHEIS; FERREIRA JUNIOR, 2011).
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A infeccdo pelas leptospiras ocorre principalmente no periodo das chuvas, pois favorece
a sobrevivéncia do agente no ambiente, ajudando a transmissdo para o hospedeiro de
manutencdo, como o0s roedores, destacando as espécies Rattus norvergicus, Rattus rattus e Mus
musculus, sendo ratazana do esgoto, rato do telhado e camundongo, respectivamente (SARKAR
etal., 2002; IVANOVA et al., 2012)

Na cadeia epidemioldgica da leptospirose a fonte de infeccdo é um animal infectado e
0s hospedeiros de manutencdo sdo os principais responsaveis pela contaminacdo ambiental.
Portanto, para a prevenc¢do da salde publica e saide animal, medidas de controle nas espécies
preferenciais, devem ser consideradas. A principal via de eliminacdo de Leptospira spp. é a
urina, no entanto o contato direto com visceras, sangue, e o contato indireto com o solo e agua
contaminada também pode levar a infeccdo (WONG et al., 2012; WYNWOOD et al., 2014).
As portas de entrada séo a pele intacta, quando exposta em periodo prolongado sob a agua e a
pele com ferimentos, bem como via mucosa oral, da garganta ou eséfago, e mucosas conjuntival
e nasal, porém, Leptospira spp. ndo resiste ao pH estomacal (EVANGELISTA; COBURN,
2010; ASOH et al., 2014; POLACHINI; FUJIMORI, 2015).

A resposta imune é especifica para cada sorogrupo de Leptospira spp., portanto ndo ha
reacOes cruzadas entre sorogrupos diferentes e a bactéria pode persistir nas células epiteliais
dos tubulos renais, causando eliminag&o urinaria durante anos (HARTMANN et al., 2013).
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4. 5 Patogenia e sinais clinicos

A leptospiremia normalmente dura sete dias e € resultante da exposi¢do das mucosas as
bactérias provocando a infeccdo com quadro clinico leve ou imperceptivel. Na fase de
leptospiremia as bactérias se multiplicam no figado e rins, devido a elevada concentracdo de
acidos graxos, que posteriormente serdo metabolizados por f-oxidacdo para seu crescimento
provocando lesdo no endotélio de pequenos vasos, podendo evoluir para isquemia local e
necrose dos tubulos renais e hepatdcitos, lesdes pulmonares, meningite e placentite (ADLER,
MOCTEZUMA, 2010; SMYTHE et al., 2013).

Os hospedeiros acidentais desenvolvem a fase aguda da doenga, presente em infeccdes
caracterizada por ictericia e hemoglobinuria. Os cdes podem apresentar insuficiéncia renal
aguda ou cronica e hepatite cronica, ja os equinos apresentam quadros de uveites ou cegueiras
em animais jovens. Na fase cronica em bovinos e ovinos, ocorre principalmente abortamentos,
natimortos, recém-nascidos fracos e/ou prematuros, infertilidade e agalactia em adultos
comumente quando a infeccdo € causada por sorovares adaptados a espécie (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010; EVANGELISTA; COBURN., 2010).

As lesbes renais tém relacdo com a capacidade das espiroquetas de parasitar os tubulos
renais proximais dos rins dos hospedeiros e a disseminacdo ocorre quando as bactérias sao
eliminadas pela urina, denominada fase de leptospindria, contaminando o ambiente, podendo
infectar outros animais por contato direto com a urina ou dgua contaminada (EVANGELISTA,;
COBURN., 2010).

4.6 Diagndstico

O diagndstico laboratorial da leptospirose é necessario devido a inespecificidade e a
diversidade dos sinais clinicos, tornando dificil a identificagdo por meio do diagndstico clinico.
Para o diagnostico da infeccédo deve relacionar os sinais clinicos, as evidéncias epidemioldgicas
e 0s resultados de exames laboratoriais. Geralmente, a doenca é detectada por métodos
laboratoriais de sorologia, através de anticorpos que possam estar presentes no sangue, apos
cinco a sete dias depois do aparecimento dos sinais clinicos (OLIVEIRA, 2012).

O diagnostico laboratorial é realizado por métodos diretos ou indiretos, os métodos
diretos consistem na pesquisa do agente etiolégico, que incluem a visualizagdo na urina fresca
em campo escuro, em histopatologia de tecidos acometidos e visualizados em microscopia de

luz, deteccdo do DNA pelo método de PCR ou a cultura e isolamento de Leptospira spp.. Jaos
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métodos indiretos baseiam-se na deteccdo de anticorpos especificos, podendo ser realizados
pelos testes de MAT (MAT), imunofluorescéncia indireta e Enzyme-I-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) (FREITAS et al., 2005; MATPAIO et al., 2011).

O método diagndstico de escolha depende do estagio da infeccdo. No inicio da infeccdo
podem ser utilizados os testes para deteccdo da Leptospira spp. por meio de cultura, testes
moleculares, e microscopicos. JA& em uma fase mais avancada da infecdo utiliza-se testes de
deteccdo de anticorpos (OLIVEIRA, 2012).

O MAT é o exame mais empregado em estudos epidemiolégicos para o diagnostico de
leptospirose, recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como teste padréo-ouro
e consiste na reacdo de antigenos e anticorpos fornecendo o provavel sorovar infectante. Os
soros de individuos com titulos positivos geralmente apresentam reacGes cruzadas a uma
variedade de sorovares, o que dificulta a confirmacdo do sorovar infectante (ANZAI, 2006;
HARTMANN et al., 2013).

De acordo com Galvdo (2009) pode ocorrer também reagdes paradoxais, no qual um
animal infectado por um sorovar pode apresentar titulos altos de anticorpos a um sorovar que
ndo é o infectante. Titulos de 100 na fase aguda e 800 na fase de convalescenca, para 0 mesmo
sorovar, é sugestivo de que a doenca seja causada por esse sorovar. O método tem como
desvantagem a utilizacdo de leptospiras vivas e a insensibilidade de detectar anticorpos antes
da segunda semana de doenca. E necessario considerar dados epidemioldgicos, anamnese e 0
exame fisico do animal, titulos vacinais e o inicio da fase aguda, que podem interferir no
resultado (HAGIWARA et al. 2004; HARTMANN et al., 2013; HAGIWARA et al., 2015).

4. 7 Prevencdo e controle

O controle da leptospirose nos animais domésticos envolve a aplicagdo de medidas que
incluem a identificacdo das fontes de infeccdo, o controle no momento da aquisi¢éo de animais
e a imunizagdo sistematica dos susceptiveis com vacinas inativadas que contenham as
sorovariedades de leptospiras presentes na regido (MELO et al 2010). Outras medidas
profilaticas sdo o acondicionamento e destino adequado do lixo e 0 armazenamento apropriado
de alimentos. (BRASIL 2009).

Além disso, a implementacdo de medidas de controle tais como investimentos no setor
de saneamento basico com melhoria das condicdes higiénico-sanitarias da populacdo e
educacdo ambiental, auxiliariam na diminui¢cdo do potencial zoondético desta enfermidade.

Medidas de prevengéo para exposi¢des ocupacionais devem considerar a utilizacdo adequada
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de equipamentos de protecao individual (EPI’s), como luvas, botas e outras vestimentas de
acordo com o &mbito profissional (BRASIL, 2009).

A vacinacdo animal desempenha um importante papel no controle da leptospirose capaz
de reduzir os portadores renais e consequentemente, o risco de infeccdo para os tratadores,
especialmente quando acompanhada de programas educacionais e de higiene nascomunidades
com o apoio das autoridades responsaveis pela saide publica. Destaca-se que o sucesso dos
programas de vacinacdo depende de estudos epidemioldgicos continuos para monitorar a
ocorréncia de diferentes sorovariedades de leptospiras em uma populacdo O controle de cées
errantes é essencial, pois pode contribuir para a manutencdo, distribuicdo e transmissao da
doenca (VASCONCELOS et al., 2012; GOMES, 2015).
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4.8 Diagndstico de Leptospirose pelo Teste de Aglutinacdo Microcdpica no Laboratorio de
Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia

Durante o estagio foram recebidas 62 amostras de sangue para realizacdo do exame de
leptospirose provenientes das fazendas experimentais da Universidade Federal de Uberlandia,
de clinicas particulares, de produtores independentes e do Hospital Veterinario com objetivo de
confirmar diagnostico e realizar o tratamento adequadamente (Grafico 1).

Grafico 1- Quantidade de exames de leptospirose realizados no Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), MG, conforme a origem, no periodo de 08/04/ 2019 a 18/06/2019.

41%(26)

E Hospital Veterinario ® Fazendas Experimentais

= Clinicas Particulares : Produtores Independentes

Fonte: Sistema de registro Ladoc, 2019.

Para cada solicitacédo foi preenchida uma ficha de recepgéo, em que constavam dados
referentes a propriedade, proprietario, Medico(a) Veterinario(a) solicitante, animal, espécie,
exame, quantidade de exame e numero da ficha clinica (Anexo 1) na qual o proprietario ou
solicitante descrevia qual exame desejaria que se realizasse, mediante pagamento. E por ultimo,
apos a realizacdo do exame, foram registradas no livro de exame (livro de registro de
Leptospirose), onde as amostras foram identificadas, com data de colheita, lote, n° de registro,
identificacdo (brinco, nome, numeros da ficha clinica etc.) sexo, espécie, proprietario ou
propriedade, resultado de triagem e titulag&o.

O laboratério orientava a coleta de sangue e que este deveria ser coletado em tubo sem

anticoagulante, centrifugado (Figura 5) e transferido o soro para tubo (tipo “Eppendorf™).

Se fosse utilizado tubo com gel separador, a orientacdo era centrifugar o sangue no minimo
cinco minutos ap6s a colheita e no méaximo duas horas e enviar 0 soro no préprio tubo.



31

Assim, o laboratorio recebia amostras de soro ou do préprio sangue para posterior separacao

do soro, caso ndo fosse possivel a centrifugacéo prévia

Figura 5- Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.

Separagdo do sangue total em soro e codgulo apds centrifugacéo.
Fonte: autor, 2019.

4.9 Preparo de meio de cultura para Leptospira spp.

No laboratério sdo utilizados dois meios para o cultivo de Leptospira spp. O meio
Fletcher semissélido em que sdo cultivadas as cepas-mées, com repique realizado a cada trés
meses, utilizado na ocorréncia de eventual problema, seja de natureza bioldgica, fisica ou
guimica das cepas usadas no requipe semanal. E 0 meio Ellinghausen-Mac Cullough-Johnson-
Harris (EMJH), com repique realizado semanalmente, neste sdo mantidos os antigenos que
serdo diluidos para a realizacdo da MAT.

Inicialmente foi realizado o preparo da solucdo de EMJH (2,3 gramas de DIFCO™®
Leptospira Medium Base EMJH em 900ml de &gua destilada) (Figura 6A, B), com medicdo do
pH usando tiras medidoras de pH, certificando-se de estar entre 7 e 8 (Figura 6C). A solucéo
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foi esterilizada na autoclave por 15 minutos. O meio Fletcher foi preparado a partir do meio
HIMEDIA® Fletcher Leptospira Medium Base (2,5 gramas em 920 ml de agua destilada) e
autoclavado por 15 minutos.

Figura 6— Preparacdo do meio Ellinghausen-Mac Cullough-Johnson-Harris (EMJH) no
Laboratdrio de Doengas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia-UFU-
Uberlandia—MG, 2019.

sgem do meio; B) diluigdo do meio EMJH m dgua destilada; C) fita de medicdo do pH da solucdo com pH.
Fonte: autor, 2019.

Os meios foram enriquecidos com soro de coelho estéril, adquirido em frasco de 400 ml
(marca CRIPION®), inativando-o em banho maria na temperatura de 56°C por 60 minutos,
virando de 15 em 15 minutos (Figura 7A, B), em seguida fracionado em tubos Falcons (10, 20,
30, e 40ml) (Figura 8) e posteriormente congelados, para facilitar a logistica, uma vez que
seriam usados semanalmente a cada repique, para realizar o teste de triagem e titulacdo para
leptospirose.

No momento do enriquecimento dos meios de cultura, o soro de coelho foi descongelado
em temperatura ambiente, centrifugado em 3000 rpm, durante 45 minutos em temperatura de
25°C. Em seguida, a manipulacdo ocorreu em capela de fluxo laminar, com posterior adi¢do de
10% de soro de coelho filtrado ao meio EMJH usando uma membrana filtrante Mis. Est. ME
24, 0,2 um, g 47mm da marca Schleicher & Schuell® (Figura 10) e/ou Fletcher, e levado a
estufa de cultura microbioldgica por 24 horas para prova de esterilidade em de temperatura de
35°C.

No laboratério, 0 meio EMJH foi mantido em duplicatas dos 22 soros variantes como
reserva (antigeno e mais manutencao). Os antigenos foram conservados em meio EMJH, até o

momento do uso, quando foi utilizado o meio EMJH enriquecido.
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Figura 7—Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia-
UFU- Uberlandia— MG, 2019. Soro de coelho estéril CRIPION® em banho maria.

Fonte: autor, 2019

Figura 8- Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia-
UFU Uberlandia— MG, 2019. Filtragem do soro de coelho e adi¢do ao meio Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH)

Fonte: autor, 2019.
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5 Manutencao e repique das leptospiras

O Laboratorio de Doencas infectocontagiosas da UFU mantém 22 sorovares (Quadro
1), que foram gentilmente cedidas pela Universidade Federal Fluminense (UFF), para utilizagédo

como antigeno na prova de MAT (MAT).

Quadro 1 — Laboratorio de Doencas infecciosas da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), MG - 2019. Cadigo, sorogrupo e variante sorologica das Leptospira
spp. utilizadas na rotina.

Cadigo Sorogrupo Sorovar
1A Australis Australis
2B Autumnalis Autumnalis
3C Bataviae Bataviae
4D Bataviae Brasiliensis
5E Australis Bratislava
6 F Canicola Canicola
7G Ballum Castellonis
8 H Icterohaemorragiae Copenhageni
91 Cynopteri Cynopteri
10J Djasiman Djasiman
11L Grippotyphosa Grippotyphosa

12M Sejroe Guaricura
13N Sejroe Hardjoprajitino
140 Hebdomadis Hebdomadis
15P Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae
16 Q Javanica Javanica
17R Panama Panama

18 S Pomona Pomona
19T Sejroe Sejroe
20U Shermani Shermani
21V Tarassovi Tarassovi
22X Sejroe Wolffi

Fonte: Sistema de registro Ladoc, 2019.
Durante o estagio o repique para a manutencdo dos antigenos foi acompanhado e
realizado semanalmente da seguinte maneira: em fluxo laminar, retiravam-se 10 mL da solugdo

EMJH enriquecida (EMJH + soro de coelho) preparada anteriormente e dispersos em
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tubos, sendo dois tubos para cada sorovar; em um tubo foi colocado 0,5 ml de leptostira e no
outro 0,3 ml, quantidade essa retirada dos tubos de manutengdo em meio EMJH. Ao término

do repique os tubos foram mantidos em estufa a 28 — 30°C para o desenvolvimento das
leptospiras (figura 9).

Figura 9- Laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019. Sorovares de Leptospira spp. mantidos em
estufa BOD sob T° 28 °C

Font: aut019.
5.1 Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) para Triagem

Na sorologia é feita a pesquisa de anticorpos sericos especificos contra uma colecdo de
antigenos vivos dos diferentes sorogrupos de leptospira, sendo esse exame o0 mais utilizado na
rotina. De acordo com estudos epidemioldgicos realizados na regido, o laboratorio usa para
diagnostico de leptospira, os sorovares listados no quadro 2, tanto na triagem como na titulacao.

Antes de realizar o teste de triagem foi calculada a quantidade de antigeno necessaria,
multiplicando-se 50 puL de cada sorovar pelo niUmero de amostras a serem testadas. A triagem
trata-se de promover a juncdo dos antigenos (sorovares) com o soro do animal e observar a

aglutinacdo das amostras reagentes. Retirava-se 50u do soro do animal e em seguida realizava-
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se diluigdo em 2,45 ml de solugéo salina a 0,85% (diluicdo 1:50, sendo uma parte de soro
sanguineo para 49 partes de solugdo salina 0,85%), em seguida, em placas de ensaio soroldgico,
foi realizada a identificacdo do controle negativo (C) e das amostras na vertical (1, 2, 3,4, ...) e
na horizontal a letra dos sorovares de A a M (Figura 10).

Quadro 2. Sorovares usados para 0 exame Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT)
contendo um representante de cada sorogrupo mais prevalente na regido, nas etapas de
triagem e titulacdo. - Universidade Federal de Uberlandia- UFU 20109.

Letra Sorogrupos Sorovares
A Australis Bratislava
B Canicola Canicola
C Ballum Castellonis
D Icterohaemorragiae Copenhageni
E Djasiman Djasiman
F Grippotyphosa Grippotyphosa
G Sejroe Hardjoprajitino
H Hebdomadis Hebdomadis
I Icterohaemorragiae Icterohaemorragiae
J Pomona Pomona
L Tarassovi Tarasovi
M Sejroe Wolffi

Fonte:Sistema de registro, Ladoc, 2019.

Figura 10— Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia-
UFU- Uberlandia— MG, 2019. Placa para o exame Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT)
para leptospira na etapa triagem.

Fonte: autor, 2019.



Nos pocos do controle foram colocados 50 de solucéo salina mais 50 p1 de cada
sorovar. Nos pocos das amostras foram colocados 50 da solucdo de 1/50 mais 50 de
cada sorovar resultando numa dilui¢do 1:100 considerada ponto de corte para o animal
adulto ser reagente. Em seguida aguardava-se por uma hora, em temperatura ambiente
conforme técnica adaptada do Manual de Leptospirose (BRASIL, 1995), descrita por
Santos (2007).

Ap6s uma hora foi realizada a leitura das placas em microscopio de campo
escuro (Z- modelo Carl Zeiss Microlmaging GmbH ®), observando-as na objetiva de
10X e ocular de 10X Os soros que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram
considerados positivos e submetidos a titulacdo para cada sorovar a que foi reagente,

pelo exame de uma série de diluigBes geométricas de razdo dois (Figura 11).

Figura 11— Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019. Leitura do Teste Aglutinacéo
Microscopica (MAT).

A) Resultado negativo. B) Resultado positivo.
Fonte: autor, 2019.

Durante o estagio, 62 amostras foram testadas no MAT dentre elas 11 foram
reagentes na triagem (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de aglutinacdo microscdpica etapa triagem realizada para diagndstico
de Leptospirose na Universidade Federal de Uberlandia (UFU) no periodo de
08/04/2019 a 18/06/2019.

Espécie Quantidade Reagente Porcentagem de
Reagentes (%0)
Bovina 26 7 26, 92
Ovina 14 0 0
Canina 22 4 18,18

Fonte: Sistema de Ladoc, 2019.
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5.2 Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) para Titulagdo

Inicialmente foi calculada a quantidade de antigeno necesséria para realizar a etapa de
titulagdo, em que 50 pL foi multiplicado por 5, devido ao nimero de titulagdes que sdo 5, sendo
1:200, 1:400 e 1:800 1: 1600 e 1:3200. Considera-se como reagentes as amostras que
apresentam aglutinagdo na titulagdo > 1:100.

Apos registrar para quais sorovares cada amostra foi reagente (1:100), realizava-se o
teste de titulacdo. As amostras a serem tituladas foram diluidas ao dobro (1:200, 1:400, 1:800,
1:1600 e 1:3200) e testadas até ndo haver mais aglutinagdes ou atingir o valor maximo da
titulacdo no teste (1:3200) (Figura 12). A Gltima diluicéo tituladora na qual ocorreu aglutinacéo

foi considerada o titulo da amostra.

Figura 12-Laborato6rio de Doengas Infectocontagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia-UFU- Uberlandia— MG, 2019.Placa para exame sorologico, Teste de
Aglutinacdo Microscopica (MAT), etapa titulacdo.
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Fonte: autor, 2019.

O MAT para titulagdo foi realizada colocando-se na placa de ensaio sorologico na
horizontal, a letra correspondente ao sorovar reagente na triagem, na vertical identificou-se a
titulacdo (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200) utilizando-se 100 uL da solugéo salina a 0,85%
no primeiro poco de titulagdo 1:200 e 50pl nas demais titulagdes. Em seguida, foi pipetada 50pl
da solucéo 1:50 (50 do soro do animal mais 2,45ml de solugdo salina a 0,85%) e colocado no

poco da titulagcdo 1:200, assim homogeneizava e pipetava 50 pl da primeira titulagdo para a
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segunda (1:400), repetindo de uma titulacdo a outra, descartando 50ul do pogo da Gltima
titulacdo. Acrescentava-se 50ul do sorovar positivo em cada pogo e em seguida aguardava-se
por uma hora em temperatura ambiente e procedia com a leitura realizada em microscopio de
campo escuro obedecendo 0s mesmos critérios da triagem.

O resultado positivo foi definido como a dilui¢do do soro que mostrou pelo menos 50%
de aglutinacdo, deixando 50% células livres comparadas com uma cultura de controle e diluida
a 1/200. O resultado do teste foi relatado como a diluicao final do soro do sorovar especifico
(por exemplo, icterohaemorrhagiae 1/100 ou 1/400).

Dos exames realizados na espécie bovina, sete foram reagentes (Tabela 3) com as
sorovariedades hardjo e wolffi como as mais provaveis de infeccdo (Gréafico 3). Na espécie
canina, o sorovar bratislava foi 0 mais prevalente (Gréafico 4) e para espécie ovina, apesar de
ter sido testada, ndo reagiu em nenhuma amostra na titulacdo. A tabela 4 apresenta todos os

sorovares de acordo com a espécie, que reagiram na triagem e suas respectivas titulacdes.

Grafico 2- Porcentagem de bovinos reagentes para Leptospira spp. no Teste de Aglutinacédo
Microscopica (MAT) de acordo com os sorovares encontrados no periodo de 08/04/2019 a
18/06/20109.

® Hardjoprajitino®™ Wolffi® Gryppotiphosa Pomona

Fonte: Sistema de Ladoc, 2019.
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Gréfico 3. Porcentagem de caninos reagentes para Leptospira spp. noTeste de Aglutinacéo
Microscopica (MAT) de acordo com os sorovares encontrados no periodo de 08/04/2019 a

18/06/20109.

m Bratislava m lcterohaemorrhagiae

Fonte: Sistema de registro Ladoc, 2019.

Tabela 4. Sorovares reagentes de acordo com a espécie e suas respectivas titulagdes- Laboratério
de doencas infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) no periodo de

08/04/2019 a 18/06/2019.

Animal Espécies Sorovar Titulagéo

Al Canina Icterohaemorrhageae 1:600
Bratislava 1:600

A2 Canina Icterohaemorrhageae 1:400
Bratislava 1:200
A3 Canina Icterohaemorrhageae 1:1600
Bratislava 1:800

A4 Canina Bratislava 1:200
A5 Bovina Grippotyphosa 1:100
Wolffi 1:100

A6 Bovina Hardjoprajitino 1:100
Wolffi 1:100

A7 Bovina Hardjoprajitino 1:100
Wolffi 1:200

A8 Bovina Hardjoprajitino 1:100
Wolffi 1:200

A9 Bovina Pomona 1:100
Al10 Bovina Wolffi 1:100
All Bovina Wolffi 1:100

Fonte: Sistema de registro Ladoc. 2019
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5.3 Discussao

O MAT é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como teste padréao-
ouro para diagnostico laboratorial da leptospirose, desde que seja realizado na fase aguda da
doenca, quando as bactérias estdo presentes na corrente sanguinea (leptospiremia) e
convalescente (PEREIRA et al., 2018). Na rotina do laboratério o MAT ¢ realizado na fase
aguda e convalescente, se necessario repetido 15 a 20 dias apds o primeiro exame, para
identificar soroconversdo ou aumento dos titulos das aglutininas.

Além do meio EMJH que €é usado para manutenc¢do do estoque dos antigenos utilizados
no MAT e para o repique semanal e, do meio Fletcher semissdlido que é usado namanutencéo
das cepas-méaes no laboratério, diversos meios foram descritos no decorrer dos anos como 0
meio de Stuart, Kortoff, T80/40LH usados para multiplicacdo dos antigenos (ELLIS;
MONTGOMERY; CASSELLS, 1985; GOMES 2015). De acordo com o estudo realizado por
Silveira (2018), o meio liquido EMJH-base e o meio T80/40LH-base mostraram maior
eficiéncia para manutencao e isolamento geral para as espécies L. interrogans, L. noguchii, L.
santarosai e L. borgpetersenii.

O soro de coelho é importante para suplementacdo dos meios usados para o cultivo de
leptospiras, como fonte de ferro, cianocobalamina, albumina, cidos-graxos e outros nutrientes,
auxiliando no crescimento dos antigenos (VIEIRA, 2012). O soro de coelho esteéril Ciprion,
sofre inativacdo do seu sistema complemento evitando assim outras aglutinacfes que nao sejam
dos anticorpos do soro testado e as leptospiras usadas no MAT, posteriormente fracionado em
tubos falcons para facilitar a logistica e evitar desnaturacao de suas proteinas, pois 0 mesmo era
descongelado para o0 uso nos repiques semanalmente.

A recomendacao oficial para realizar o MAT aplicada a leptospirose é que a colecdo de
antigenos empregada contenha um representante por sorogrupo, sendo possivel, por meio da
realizacdo de inquéritos sorologicos que exercem papel de relevancia no controle da
leptospirose, além do acréscimo de sorovares autdctones da regido, que ampliaria a capacidade
discriminadora do teste. (ELLIS, 2015). Essa mesma metodologia foi empregada para
realizacdo do MAT no laboratério, no entanto, pode ocorrer infec¢cdo por um sorovar ndo

contemplado na lista dos antigenos usados e o animal ser considerado sem infeccao.
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Em Uberlandia- MG, Mendes et al. (2018) analisou a ocorréncia de animais com
anticorpos anti-Leptospira spp. na regido nos anos de 2011 a 2014, verificando que 504 bovinos
foram positivos e o sorogrupo mais reagente foi o Sejroe, com 347 animais reagentes ao sorovar
Hardjo (68,85%) e 191 animais reagentes ao sorovar Wolffi (37,9%). Favero et al. (2001)
analisou 4.487 amostras de rebanhos bovinos de corte na Regido de Minas Gerais encontraram
87, 3% de amostras sororreagentes a pelo menos um sorovar de Leptospira spp pelo MAT com
as sorovariedades Hardjo e Wolffi como as mais provaveis de infeccéo.

Figueiredo et al. (2009) analisaram 2.573 amostras do soro sanguineo do Tocantins e
verificaram que no MAT os sorovares Hardjo (65,6%) e Wolffi (12,3%) foram apontados como
0s mais provaveis de infec¢do. Castro (2013) realizou um estudo sorolégico para deteccao de
anticorpos para Leptospira spp. pelo MAT, frente aos sorovares testados, em touros, na
microrregido de Araguaina-TO destacando-se os sorovares Hardjo (44,2%) e Wolffi 40 (43,6%)
que além de apresentarem-se com elevada frequéncia entre os animais, ambas estiveram
presentes em 90% dos rebanhos pesquisados. De acordo com os estudos citados anteriormente,
0s sorovares prevalentes na espécie bovina em Minas Gerais, foram 0s mesmos provaveis de
infeccdo no Tocantins.

Os sorovares encontrados na sorologia dos bovinos analisados no laboratério, foram
Hardjoprajitno e Wolffi, como os bovinos sdo considerados hospedeiros de manutengdo dos
mesmos, o resultado da titulacdo foram titulos baixos. Gomes (2015) afirma que apesar do
sorovar Hardjoprajitno estar adaptado aos bovinos, podem provocar sinais clinicos ligados a
reproducdo, como abortamentos, natimortos, bezerros fracos e infertilidade da vaca, além de
queda brusca na producao leiteira, leite com coloragdo semelhante ao colostro com contagem
celular alta, febre e anorexia.

De acordo com Bolin (2003) fatores como rea¢des cruzadas de anticorpos, titulos de
anticorpos induzidos por vacinacao, incerteza entre os titulos de anticorpos e os indicativos de
infeccdo ativa, dificulta a analise dos resultados dos testes soroldgicos. O autor afirma que um
animal infectado com um Unico sorovar pode ter anticorpos para mais de um sorovar no MAT
caracterizando reacdo cruzada, que ocorre baseada nas proximidades antigénicas entre os
sorovares do género Leptospira spp., no entanto, o sorovar infectante é considerado o que
desenvolve maior titulo de anticorpos.

Relacionado a vacinagdo Bolin (2003) ainda destaca como exemplo, os bovinos que
normalmente desenvolve baixa resposta vacinal e a mesma permanece por um a trés meses
apos. Porém alguns animais desenvolvem altos titulos apos a vacinagdo, que embora diminua

com o tempo, pode persistir por mais de seis meses. Outro fator de igual importancia é a
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incerteza do que ¢é significante para o diagndstico de leptospirose, o titulo de aglutinacdo igual
ou superior a 100 é considerado positivo. Animais vacinados podem apresentar ponto de corte
excessivo e 0 mesmo em hospedeiros de manutencdo pode nao ser alcangado.

Os hospedeiros de manutencéo eliminam as bactérias na urina mesmo quando os titulos
no MAT s&o inferiores ou iguais a 1:100. Portanto um titulo baixo de anticorpos nédo define o
diagndstico da leptospirose, baseado nos fatores citados anteriormente, o diagnostico da
leptospirose quando fundamentado em uma Unica amostra, deve ser realizado por profissionais
competentes, considerando o quadro clinico e o histérico de vacinacdo do animal (BOLIM,
2003).

O resultado do MAT nas amostras de soro de ovinos enviadas ao laboratorio foram todos
soronegativos, alguns pesquisadores apontam uma possivel resisténcia dos ovinos a doenca,
revelando através de estudos um menor nimero de soropositivos para ovinos em comparacao a
bovinos e bufalos, tal caracteristica pode ser explicada pela rusticidade e resisténcia natural a
infeccdo, atribuida a espécie ovina (COSTA etal., 2016; PIMENTA et al., 2019). Gomes (2015)
aponta os sorovares Grippotyphosa, Serjroe, Icterohaemorrhagiae e Tarassovi como 0s mais
prevalentes na espécie ovina.

De acordo com inquéritos realizados em diversas regides do Brasil, os sorovares
encontrados em cées foram: Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Autumnalis,
Grippotyphosa, Pyrogenes, Copenhageni e Bratislava. No presente estudo um dos sorovares
reagentes no MAT foi o Icterohaemorrhagiae, 0 mesmo geralmente causa a sindrome ictero-
hemorragica, caracterizada por comprometimento hepatico e renal que leva a ictericia e
insuficiéncia renal aguda ou cronica podendo evoluir para 6bito do animal (HAGIWARA et al.,
2004).

Além dos sorovares Canicola e Icterohamorrhagiae, considerados por muitos
pesquisadores como 0s mais prevalentes nos caninos, outros sorovares como 0 Pomona,
Grippotyphosa e o0 Bratislava séo detectados no cdo, como 0 que aconteceu no presente estudo,
no qual um dos sorovares isolados foi Bratislava, e a explicacdo pode ser pela proximidade do
cdo com animais silvestres considerados reservatorios ou com locais contaminados onde vivem
0s hospedeiros de manutengdo dos sorovares que no caso pode ser os suinos (HAGIWARA et
al., 2004).

No mercado brasileiro, encontram-se disponiveis vacinas polivalentes como a V12
composta pelos sorovares: Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Pomona,
Copenhageni, Hardjo e Pyrogenes. O motivo da variedade de sorovares nas vacinas é o

predominio dos sorovares em cada regido, por outro lado além de ndo determinar que 0s animais
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ndo sejam acometidos por outros sorovares ndo adaptados a espécie, pode predispor ao
aparecimento de reacOes de hipersensibilidade, dessa forma, autores recomendam que as
vacinas contra a leptospirose nos cées, sejam compostas por antigenos que promovam protecao
para os sorovares prevalentes naquela regidao (HAGIWARA et al., 2004; DE CASTRO, et al.,
2010). . As vacinas presentes no Brasil ndo contém o sorogrupo Australis, no qual, o sorovar
Bratislava esta inserido, portanto, mesmo que os animais examinados fossem vacinados, 0s
mesmos estariam protegidos apenas para o sorovar Icterohaemorrhagiae.

Segundo Hagiwara et al. (2004) titulos de 100 na fase aguda ou com elevacao de quatro
vezes na fase de convalescencapara para 0 mesmo sorovar é sugestivo de que a doenca seja
causada por esse sorovar, condizendo com o resultado da sorologia do presente relato em que
0s caes examinados foram hospitalizados com suspeita clinica de leptospirose e ap6s realizacdo
do MAT, o resultado dos titulos foram altos para os sorovares Bratislava e Icterohaemorrhagiae,
confirmando assim a infeccéo.

Estudos sugerem que o cdo pode ser hospedeiro de manutencédo para a espécie humana,
mediante a realizacdo de estudos que explorou a deteccdo molecular do sorovar Wolffii em
ambos hospedeiros humanos e animais (cdes e ovinos) e determinaram que o fragmento
amplificado foi 100% semelhante nas espécies estudadas evidenciando que estes animais
hospedeiros inclusive a espécie canina podem ter o sorovar Wolffii circulando e sendo
transmitido ao ser humano (CASTRO et al, 2011). No presente relato o sorovar Wolffi foi
isolado na maioria dos bovinos reagentes, sendo 0s mesmos possiveis transmissores para 0S
humanos, tornando necessario estudos relacionando os seres humanos e 0s bovinos.

Portanto ndo somente para as espécies bovina, ovina e canina, bem como para todas as
espécies incluindo os seres humanos, torna-se importante o diagnéstico de leptospiras para o
tratamento adequado da infeccdo, evitando portadores renais, que contribui para o controle da
doenca além de poder conhecer a epidemiologia da regido, implementando medidas de controle
também nos reservatdrios e ainda o desenvolvimento de vacinas contra leptospirose de acordo

com as caracteristicas epidemioldgicas de cada regido.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O Diagnostico laboratorial dos animais foi realizado pela Técnica MAT que permitiu
avaliar a ocorréncia da infeccdo por leptospira, 0 método possui baixo custo e € considerado
pela OMS como técnica padrdo-ouro para o diagnéstico de leptospirose. As amostras de
leptospiras isoladas durante o estagio pertencem a espécie Leptospira interrogans, sorogrupos
Australis, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Sejroe, Pomona e sorovariedade Bratislava,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Hardjo, Pomona e Wolffi.

O estagio curricular supervisionado obrigatorio foi de grande relevancia para a formagéo
académica e profissional, possibilitou expandir horizontes e vivenciar uma nova experiéncia
com relacdo a ética, carga e responsabilidade de trabalho. Houve aprendizado também em
relacdo ao trabalho em equipe e interpessoalidade, ao conviver com muitas pessoas e opinides
que divergiam, sem perder a ética profissional, aspectos que sdo fundamentais, para 0 bom
funcionamento de uma rotina de trabalho. Sem sombra de davidas foi um periodo que
proporcionou uma experiéncia Unica devida.

O interesse pelas zoonoses, fez com que a énfase deste trabalho fosse a leptospirose
considerando que a disseminacdo da doenca se tornou um desafio para todos, principalmente
em relacdo ao controle epidemioldgico. Por se tratar de uma zoonose torna-se indispensavel o
teste de diagnostico MAT, porém é necessario o desenvolvimento de novas ferramentas para a
vigilancia epidemioldgica, capazes de abranger aspectos ambientais e fatores de riscos, que

auxiliem a deteccdo e acompanhamento de surtos de leptospirose.
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8 ANEXOS

Anexol- Ficha de recepcdo usada pelo Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), MG-2019.

-~y UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
l @ FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

LABORATORIO DE DOENGAS INFECTOCONTAGIOSAS

TERMO DE AUTORIZAGCAO

Eu , portador do CPF

residente no enderego

bairro , CEP , telefone

e e-mail , autorizo a realizacao de

exame(s) de do animal de nome

espécie

, de ficha clinica nimero , solicitado(s) pelo

medico veterinario , totalizando um valor de R$

Declaro que fui informado da forma de pagamento via cartdo no setor financeiro no hospital
veterinario da UFU, ou via depdsito bancario na conta do Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas, e que recebi os dados necessarios para realiza-lo. Compreendo também que
o laudo s6 sera liberado mediante apresentacao de comprovante de pagamento.

Forma de pagamento: ( ) Cartao ( ) Deposito ( ) Dinheiro n°da nf (

Uberlandia, de de20

Assinatura do proprietario (a)

Dados bancarios para depésito:

Banco do Brasil

Agéncia:2591-7

Conta corrente: 105191-1

Razao Social: Fundagao de Desenvolvimento Agropecuario

CNPJ: 22.225.692/0001-09

Valor: m.br, ou
Aps efetuar o pagamento, favor enviar o comprovante para o e-mail: ladocvetufu@yahoo.com.br.
pessoalmente, no dia do retorno.

O LAUDO SO SERA LIBERADO MEDIANTE A CONFIRMAGAO DO DEPOSITO.

Laboratério de Doengas Infectocontagiosas- FAMEV JAMG
Av. Ceart, s/n° - Bloco 2D ~ Sala 33 - Campus Umuarama — 38400-902 UBERLAND
Telefone: (0XX34) 3225-8656
Iadocvetufu@yahoo.com.br

Fonte: Sistema de registro, 2019
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