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RESUMO

As doengas infecciosas sdo de grande importdncia na clinica médica veterinaria. O uso e
aprimoramento das técnicas de diagnostico soroldgico, se mostram eficazes na redugdo de doencas
infecciosas, por diagnosticar rapidamente as enfermidades infecciosas e consequentemente favorer a
adogdo de medidas de prevengao e controle. Os testes sorologicos sao fundamentais no diagndstico de
doengas infecciosas, pois sdo eficazes na conclusdo de diagndsticos e prognosticos, além de contribuir
com a vigilancia epidemioldgica das doencas. Esse estudo tem o objetivo de contribuir com
informagdes relevantes para os diagnosticos sorologicos das doencas brucelose, parvovirose e
leptospirose. O diagndstico laboratorial das moléstias infeciosas sdo importante em caes para isolar
animais infectados e prevenir infec¢des secundarias de animais susceptiveis que tenham contato com
caes doentes. O diagnostico clinico € indefinido, pois varios outros agentes patogénicos virais podem
causar sintomatologia comum em caes, tais como coronavirus, adenovirus, morbillivirus,rotavirus,
reovirus, norovirus. Assim sendo, o diagndstico soroldgico ¢ uma ferramenta fundamental dentro da
medicina veterinaria, para diagnosticar e tratar de forma especifica a ocorréncia de patologias comuns
entre os caes.

Palavras-chave: Vigilancia Epidemiologica. Moléstias Infecciosas. Testes Sorologicos.
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1 INTRODUCAO

Na clinica médica o diagndstico laboratorial das doencas infecciosas, geralmente, € um
recurso diagnostico complementar, que confirma ou ndo uma suspeita inicial, sendo algumas vezes
necessaria a realizacao de provas adicionais para que se possam esclarecer cada quadro e tracar as
diretrizes terapéuticas, preventivas e de controle para determinada enfermidade.

Entre os testes laboratoriais, tém-se as provas soroldgicas que consiste na deteccdo e a
quantificacdo de antigenos e anticorpos. Esses testes apresentam diversas vantagens dentre elas:
rapidez, simplicidade, possibilidade de automacédo, armazenamento de material bioldgico, baixo
custo operacional, oferta de kits comerciais padronizados.

O uso de testes sorologicos tém diversas aplica¢Bes: diagndstico presuntivo e diferencial;
diferenciacdo de fases da doenca; diagnostico de alergias; diagnostico de doencas autoimunes;
diagnostico de imunodeficiéncias congénitas; prognéstico da doenca; avaliacdo da eficacia da
terapéutica instituida; avaliacdo da imunidade especifica (vacinacdo); pesquisa de antigenos em
células ou tecidos; pesquisas epidemioldgicas; pesquisa basica e aplicada.

Nesse sentido, foram selecionadas as doencas brucelose, parvovirose e leptospirose, para
realizacdo de um estudo descritivo do diagndstico soroldgico.O sorodiagnostico da brucelose canina
pode ser realizado utilizando as provas de: soroaglutinacdo rapida (SAR), soroaglutinacdo lenta
(SAL), imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e ELISA (KEID, 2006). Dentre essas provas
soroldgicas, a mais utilizada no diagnéstico da brucelose canina, por Brucella canis, e o teste de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA).

Para o diagndstico da parvovirose canina sdo realizados a detec¢do do virus ou antigenos
virais em fezes, assim pode-se utilizar diversos métodos, tais como a microscopia eletrénica (ME)
ou a imunomicroscopia eletronica (IME), o isolamento viral em culturas celulares. As técnicas
soroldgicas empregadas sdo: reacdo de hemaglutinacdo seguida ou ndo pela inibicdo da
hemaglutinacdo, ensaios imunoenzimaticos (ELISA), reacbes de imunofluorescéncia (IF),
imunoperoxidase.

A prova de eleicdo para o diagnostico soroldgico da leptospirose canina, em laboratdrios de
referéncia, é a soroaglutinacdo microscopica (SAM), pois pode ser escolhidos sorovariedades
predominantes em determinadas regides para o diagndstico da doenga.

Visto a importancia dos diagnosticos soroldgicos para essas doencas infecciosas de ocorréncia
relevante na clinica medica de pequenos animais, o objetivo desse trabalho é de elucidar o diagnostico
soroldgico dessas doencas infecciosas. Uma vez que, essas enfermidades sdo importantes do ponto
de vista epidemioldgico, algumas delas possuem potencial zoondtico, como é o caso da brucelose e
leptospirose. Além disso, se ndo diagnosticadas e tratadas da maneira correta, podem levar o animal

a 6bito.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BRUCELOSE
2.1.1 Etiologia

O género Brucella é constituido por bactérias intracelulares facultativas, com seis espécies
reconhecidas, cada uma delas acometendo um hospedeiro preferencial. As espécies de Brucella sdo
identificadas de acordo com o hospedeiro preferencial, caracteristicas morfoldgicas, propriedades
metabolicas, sorotipagem e fagotipagem (ALTON et al, 1988).

A brucelose em cées causada pela Brucella canis é uma doenga contagiosa, transmitida por
via sexual ou por via oral, caracterizada principalmente por abortos no terco final da gestacao,
geralmente apos os 45 dias (MINHARRO et al, 2005).

A B. canis é uma bactéria Gram-negativa na forma de coco-bastonete, aerdbica, de
crescimento lento, ndo mével e ndo formadora de esporos. E bioquimicamente semelhante a B. suis,
sendo produtora de urease, H2S negativa, redutora de nitratos, ndo fermentadora e oxidase positiva
(ALTON et al, 1988).

A infec¢do por B. canis é responsavel por problemas reprodutivos, como abortamento, falhas
de concepcdo, orquite, epididimite e infertilidade. Sinais clinicos ndo reprodutivos podem ser
observados associados aos tecidos ricos em células endoteliais e infec¢Ges assintomaticas também
podem ser observados (KEID, 2006). A B. canis parasita um limitado numero de espécies, cdes

domésticos e canideos selvagens sdo 0s mais acometidos.

2.1.2 Epidemiologia

A brucelose canina ja foi constatada na América, Europa, Asia e Africa (CARMICHAEL,
1990). No Brasil, Cortes et al (1988) avaliaram soro sanguineo de 3386 cdes errantes capturados pelo
programa de controle de zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria de Higiene e
Saude do municipio de Séo Paulo, durante o periodo de 1981 a 1985, em 14 localidades, distribuidas
pelas quatro divisGes regionais da cidade. Das amostras analisadas 254 (7,50%) foram reagentes
positivos na prova de IDGA.

VARGAS et al (1996) relataram um caso de isolamento de B. canis de amostras de placenta,
fetos abortados e neonatos, provenientes de um canil localizado no municipio de Uruguaiana, Rio
Grande do Sul. Além disso, esses autores observaram por meio da prova de IDGA, que 72,7% (8/11)
de animais foram reagentes ao teste.

MEGID et al (1999) observaram brucelose canina em quatro canis diferentes. Os canis
apresentaram animais com historico de aborto, mortalidade em neonatos e nascimentos prematuros.

A porcentagem de animais soropositivos para brucelose canina, pela prova de imunodifusdo em
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gel de agar, variou de 4,6 a 57,1%. Além disso, 0s autores observaram associacdo positiva entre
porcentagem de animais positivos e aspectos reprodutivos e condigOes de aglomeracao.

MORAES et al (2002) avaliaram a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella canis em cées da
microrregido da serra de Botucatu, Estado de Sdo Paulo, por meio de técnica de soroaglutinacéo
répida em cartdo (SAR) e soroaglutinacdo rapida em cartdo com 2-mercaptoetanol (SAR-2ME). Dos
1.072 soros de cées examinados no estudo, verificaram-se reac0es positivas em 19 (1,77%) na prova
de SAR e nove (0,84) na prova de SAR-2ME.

MORAES et al (2002b), com intencdo de estudar a prevaléncia da B. canis na Zona Oeste da
cidade do Rio de Janeiro, utilizaram 119 c&es originarios dos bairros que compdem a regido da cidade.
Pela técnica de soroaglutinagdo em placa para a identificacdo de soropositividade para B. abortus e
para a técnica de imunodifusdo em gel de agarose para a identificacdo de aglutininas para B. canis,
observaram que 9,2 % (n=11) dos animais foram reagentes para B. canis e que ndo houve reacao de
positividade para B. abortus em qualquer dos animais testados

AZEVEDO et al (2003) investigaram a prevaléncia da brucelose causada por Brucella canis
em cdes do municipio de Santana de Parnaiba, SP, Brasil. Para isso, foram examinadas 410 amostras
de soro sanguineo de cdes colhidas durante a campanha de vacinacdo anti-rdbica animal. A
imunodifusdo em gel de &gar (IDGA), utilizando antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de
Brucella ovis, amostra Reo 198, foi empregada em soros normais como teste de triagem, e, para a
confirmacédo, a mesma técnica foi aplicada em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol (IDGA-ME). A
reacao de fixacdo de complemento (RFC), utilizando antigeno de B. ovis, amostra 63/290, também
foi utilizada como prova confirmatéria. A determinacdo da prevaléncia considerou como positivos
0S animais que reagiram positivamente nos dois testes confirmatérios (IDGA-ME e RFC). A
prevaléncia da B. canis foi de 2,2%.

ALMEIDA et al (2004) com o objetivo de avaliar a prevaléncia da brucelose canina causada
por B. canis e B. abortus na cidade de Alfenas, Minas Gerais, analisaram amostras de soro sanguineo
de 635 cdes. A prevaléncia de B. canis foi de 14,2% (90/635) e a de B. abortus de 18,1% (115/635);
no teste de triagem apenas 2,8% (18/635) foram confirmados.

KEID et al (2004) analisaram amostras de 171 cdes de 12 canis comerciais do Estado de Sao
Paulo. Os exames laboratoriais empregados foram a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e a
hemocultura. De 171 cédes examinados, 39 (22,80 %) apresentaram pelo menos um sinal clinico
compativel com brucelose, 58 (33,91%) foram positivos pela IDGA e 24 (14,03%) pela hemocultura.

AGUIAR et al. (2005) avaliaram 304 cdes de ambiente rural e urbano do municipio de Monte
Negro, Rond6nia, através do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), Soroaglutinagdo Lenta em
Tubos (SAL) e 2-Mercaptoetanol (2-ME) para a pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus e da
Imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e Imunodifusdo em gel de agar com soro tratado com 2-

™
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Mercaptoetanol (IDGA- ME) para Brucella canis. Foram consideradas positivas as amostras
reagentes nas provas confirmatorias do 2-ME e IDGA-ME. Verificaram-se 56 (18,4%) animais
reagentes ao AAT e 12 (4,0%) reagentes a SAL. Apenas um cdo (0,3%) foi considerado positivo,
confirmado pela prova do 2-ME. Foram observadas 11 (3,6%) reacGes a IDGA, porém ndo houve
confirmacéo na prova do IDGA-ME.

CAVALCANTI et al (2006) objetivaram pesquisar anticorpos anti-Brucella canis em caes
residentes na regido metropolitana de Salvador, foram analisadas 85 amostras de soro sanguineo de
caes domiciliados. Para o diagndstico sorolégico da infeccdo por Brucella canis, foi utilizada a prova
de imunodifusdo em gel de agar, com antigeno de membrana de Brucella ovis. Os resultados
encontrados indicaram uma soropositividade de 5,88% (5/85), demonstrando a presenga de
anticorpos anti-Brucella canis em cdes residentes na regido metropolitana de Salvador.

REIS et al (2008) ao conduzirem um estudo soroldgico para investigar a frequéncia da
brucelose canina por Brucella canis e por Brucella abortus, em 500 cées errantes na cidade de S&o
Jodo da Boa Vista/SP - Brasil, utilizando as técnicas de imunodifusdo em gel de agar (antigeno de
parede celular de B. ovis) e imunoaglutinacdo em placa com antigeno acidificado tamponado.
Observaram baixa frequéncia de cées infectados por B. canis 4/500 (0,8%) e auséncia de soros
positivos para B. abortus.

FERNANDES et al (2013) com o objetivo de determinar a ocorréncia de anticorpos anti-
Brucella rugosa e anti-Brucella lisa em cdes do municipio de Natal, Estado do Rio Grande do Norte,
Brasil, bem como identificar fatores de risco associados a positividade e realizar a detec¢do molecular
em animais soropositivos, utilizaram soros sanguineos de 416 cées atendidos em clinicas veterinarias.
Para o diagndstico sorologico da infeccdo por Brucella rugosa, foi empregada a prova de
imunodifusdo em gel de &gar (IDGA), utilizando antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de
Brucella ovis, amostra Reo 198 e, para o diagndéstico da infeccdo por Brucella lisa, foi utilizado o
teste do antigeno acidificado tamponado (AAT). De animais soropositivos, foram coletadas amostras
de sangue com citrato de sodio para o diagndstico pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). A
frequéncia de anticorpos anti- Brucella rugosa foi de 28,9% (120/416). Todos os animais foram
negativos para anticorpos anti- Brucella lisa. Dentre 80 animais soropositivos, 0 DNA de Brucella
spp. foi amplificado em trés animais (3,8%).

Nesse sentido, dados sobre a ocorréncia da brucelose canina causada por B. canis no Brasil
sdo pontuais e em sua maioria baseados em exames soroldgicos. Observa-se uma ocorréncia variando
entre 1,32% e 72,7%, de acordo com a regido, a populagdo de cdes examinada e o teste diagnostico
empregado (KEID, 2006).
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2.1.3 Diagnostico Soroldgico

Devido as limitacBes dos procedimentos laboratoriais para o isolamento de microrganismos
do género Brucella, os métodos sorologicos tém se constituido na principal metodologia de
diagnostico (ALTON et al, 1988). Os primeiros anticorpos a aparecer apos a infec¢do sdo da classe
IgM, indicando infeccéo recente. Seguido, dos anticorpos da classe 1gG, que pemanecem por longos
periodos, principalmente em infec¢Ges cronicas. Como a brucelose canina é uma doenga cronica, a
principal imunoglobulina a ser detectada pelos testes diagnosticos € a 1gG. Apesar de ser a
metodologia mais difundida de diagndstico da brucelose canina, a sorologia apresenta muitos
problemas em nosso meio, principalmente ligados a disponibilidade de antigenos e kits para o
diagndstico soroldgico (MINHARRO et al, 2005).

O sorodiagnostico da brucelose canina pode ser realizado empregando-se as seguintes provas:
soroaglutinacdo rapida (SAR), soroaglutinacdo lenta (SAL), imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e
ELISA (KEID, 2006). Dentre essas provas soroldgicas, a mais amplamente utilizada no diagnéstico
da brucelose por Brucella canis em cdes encontrasse o teste de imunodifuséo em gel de agar (IDGA).
O compartilhamento de antigenos entre Brucella canis e Brucella ovis possibilita o emprego
indistinto de reativos produzidos a partir destes dois microrganismos para o diagnostico da brucelose
em ovinos e caninos. Particularmente, a IDGA tem sido de grande aplicacdo. Por este teste, 0S
anticorpos podem ser detectados a partir de oito a 12 semanas ap6s a infec¢do e persistem durante
varios anos (MINHARRO, 2005).

Na SAR é utilizado um antigeno elaborado com a B. ovis corado com rosa de bengala. Porém,
os resultados positivos devem ser interpretados com cautela, pois uma proporc¢do significativa de
resultados falso-positivos pode ocorrer nesse teste (GEORGE e CARMICHAEL, 1978). Esse teste
apresenta boa sensibilidade, mas a especificidade é muito baixa, ou seja, o resultado negativo é uma
forte evidéncia de que o animal ndo esta infectado, mas apenas 50% dos animais cujos sSoros
apresentam aglutinacdo sdo realmente positivos. Logo, animais positivos na SAR ndo podem ser
considerados infectados antes de serem submetidos a um teste confirmatdrio (MINHARRO, 2005).

A SAL, por sua vez, € o teste soroldgico classico para o diagndstico da brucelose canina.
Fornece os resultados em titulo (semiquantitativo) e muitas vezes é utilizada para a confirmacgéo da
SAR-2ME (CARMICHAEL, 1998). A SAL ¢é menos sensivel e um pouco mais especifica que a SAR
(KEID, 2006).

Nesse sentido, observa-se que o diagnostico laboratorial constitui ferramenta fundamental
para o conhecimento da prevaléncia da brucelose e para a prevengdo e o controle da infec¢do nas
criacbes de cdes. A rapida identificacdo dos animais infectados & necesséria para conter a

disseminacéo da infecgéo (KEID, 2006).
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2.2 PARVOVIROSE
2.2.1 Etiologia

A parvovirose canina ¢ uma doenca viral importante em cées. O agente etioldgico é o virus
do género Parvovirus, da familia Parvoviridae. O parvovirus canino é um virus DNA de fita simples,
sem envelope, hemaglutinante (DEZENGRINI et al, 2007). Atualmente, existem dois parvovirus de
caes: o CPV tipo 1, também denominado parvovirus diminuto dos cdes (CnMV), com pouca
importancia clinica definida nas gastrenterites, causando principalmente diarréia branda e o CPV-2,
que apresenta trés subtipos: CPV2a, CPV2b e CPV2c.

O CPV2b é 0 mais prevalente na populagéo canina e, consequentemente, utilizado em vacinais
(TRUYEN, 1995). O CPV-2 ¢ responsavel por miocardite e gastrenterite hemorragica em filhotes
entre seis semanas e seis meses de idade (DEZENGRINI et al, 2007). O CPV-2 foi sendo substituido
gradativamente na populacdo canina por novas variantes antigénicas, ou biotipos, designados CPV-
2a e CPV-2b (PRATELLI et al, 2001) e um terceiro bidtipo, o CPV-2c, ja foi identificado
(NAKAMURA et al, 2004).

2.2.2 Epidemiologia

A parvovirose canina € uma doenca infecciosa emergente em todo mundo desde a década de
70. No Brasil, surgiu na década de 80. A principio atingia animais de todas as idades, provocando
miocardite em recém-nascidos e enterite em cdes jovens; atualmente a doenca ocorre principalmente
em filhotes (SANTOS et al, 1997).

Desde os primeiros relatos da ocorréncia da doenca no Brasil (ANGELO et al, 1980;
HAGIWARA et al, 1980), o CPV vem se mantendo na populacéo canina do pais e diversos estudos
tém demonstrado a sua presenca em varias regides do pais (BARCELOS et al, 1988).

Desde que emergiu em 1978 como um novo patégeno de cdes o CPV continua a evoluir,
através da utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos e enzimas de restricdo, 0 CPV-2a passou
a prevalecer na populagéo canina. A partir de 1984 surgiu uma nova variante, o CPV-2b; apenas 10-
30% das amostras de CPV isoladas na Europa e Estados Unidos atualmente sdo do tipo 2a.

As variagBes de CPV parecem ser mais adaptadas a replicacdo em cées, facilitando a
disseminacdo do virus na populacdo canina. O CPV-2 é transmitido, principalmente, por via oro-
fecal,as fezes ou fluidos contaminados constituem a fonte primaria da infecgdo da parvovirose canina
(SANTOS et al, 1997). Através de estudos constatou-se que existem semelhancas antigénicas e
genéticas entre o virus da parvovirose e o virus da panleucopenia felina (GREENWOOD, 1995).

Em 2000, uma nova variante antigénica, CPV-2c, foi detectada na Italia e rapidamente se
espalhou para varios paises. Em comparagdo com o tipo de original CPV-2, as variantes antigénicas
exibem o aumento da patogenicidade em cées e é capaz de infectar e causar doenca em gatos. O
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levantamento epidemioldgico indica que o mais novo tipo CPV-2c esta se tornando prevalentes em
diferentes regifes geograficas, sendo considerada uma grave doenca em cées filhotes e adultos e
também em cées que tenham concluido o protocolo de vacinagdo. No entanto, a principal causa de
falha da vacinacdo ¢ a deficiéncia de imunidade de origem materna (DECARO E BUONAVOGLIA,
2012).

As taxas de mortalidade podem ser elevadas em filhotes, mas sdo geralmente inferior a 1%
em cdes adultos. Os cdes podem apresentar enterite hemorragica do intestino delgado e aumento dos
linfonodos mesenteéricos e Peyer (DECARO E BUONAVOGLIA, 2012).

O diagndstico de parvovirose se da através de exame de fezes, onde pesquisa-se, através de
testes de hemaglutinacdo (HA), o ensaio imunoenzimatico, a reacio em cadeia da polimerase (PCR),
e o isolamento viral em cultivo enzimatico (STROTTMANNI et al, 2007).

O isolamento em cultivo celular € considerado o teste padrdo, porém a PCR e a HA tém sido
amplamente utilizadas principalmente pela alta especificidade e praticidade destes testes
(STROTTMANNI et al, 2007).

A parvovirose possui alta taxa de morbidade e de mortalidade, devido a falta de imunidade
de cdes contra o parvovirus, principalmente em filhotes entre 6 semanas a 6 meses (MORAES E
COSTA, 2007). Caes filhotes apresentam mais propenséao a ter a doenca, porém cées de qualquer
idade podem apresentar a gastroenterite hemorragica. Caes de raca como Doberman, Labrador,
PittBull, Rottweiler e Pastor Alemdo sdo mais susceptiveis a desenvolver a doenca (MORAES E
COSTA, 2007).

A profilaxia da infeccdo por CPV depende principalmente da vacina¢do. Uma vez que as
vacinas inativadas sdo capazes de induzir a uma imunidade em curto prazo, o virus vivo modificado
em vacinas sao amplamente utilizados. Estas vacinas a base do virus CPV-2 ou a sua variante CPV-
2b, séo altamente eficaz, sendo capaz de proteger cdes contra o parvovirus e reacdes pds-vacinal sao
muito raramente observadas. Um estudo recente mostrou que a maioria dos cdes que contrairam a
enfermidade apds a vacinacdo foram infectados pelo virus sozinho ou com o virus vacinal atenuado.
(DECARO et al, 2007).

As principais causas de insucesso da vacinagdo contra parvovirose estdo relacionadas a
imunidade transmitida por cadelas a sua descendéncia através do colostro e numa menor medida, ao
leite materno (DECARO et al, 2007).

Cées adultos séo resistentes a infeccdo por parvovirus devido a imunidade especifica induzida
por vacinacdo ou infecgdes anteriores (muitas vezes subclinicos). Embora a infec¢do por CPV é
geralmente restrita a jovens animais,nota-se que cdes adultos também contraem essa doenca
(DECARO et al, 2007b).
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2.2.3 Diagnostico Soroldgico

O diagnostico laboratorial da infecgdo pelo CPV é importante em cdes para isolar animais
infectados e prevenir infeccdes secundarias de animais susceptiveis que tenham contato com cées
doentes. O diagnostico clinico é indefinido, pois varios outros agentes patogéenicos virais podem
causar diarreia em cdes, tais como coronavirus, adenovirus, morbillivirus,rotavirus, reovirus,
norovirus. Assim, um caso clinico suspeito deve ser sempre confirmado por testes de laboratério.
Véarios métodos tém sido desenvolvidos para o diagnostico laboratorial da infeccdo pelo CPV,
utilizando-se as fezes (ou contetdo intestinal se 0 animal estiver morto) dos cées afetados (DECARO
et al, 2007b).

Para que o resultado de deteccdo de CPV-2 nas amostras fecais ndo se apresente falso
negativo, é necessario que a coleta seja feita precocemente durante o curso da infec¢do. A resposta
imune para esse virus se generaliza rapidamente, iniciando-se quatro a cinco dias apés a infeccéo.
Consequentemente o virus s6 pode ser detectado nas fezes durante um curto periodo de tempo (trés
a quatro dias) apds o inicio dos sinais clinicos (SANTOS et al, 1997).0 CPV-2 é muito resistente ao
meio ambiente, permanecendo estavel por até seis meses fora da célula, se mantido a 4°C (SANTOS
etal, 1997). A deteccdo de particulas virais em fezes de pacientes suspeitos, pode ser realizada através
dos métodos de isolamento viral, cultivo celular ou ELISA, microscopia eletrénica, hemaglutinagéo
direita (DE MARI et al, 2003).

Os teste soroldgicos indiretos, como hemaglutinacdo, soroneutralizagdo, ELISA indireto e
imunofluorescéncia podem detectar infeccBes passadas. Na primeira semana, observa-se
concentracdes séricas elevadas de IgM, seja pelo inicio da infec¢do ou pelo estimulo vacinal com o
virus atenuado (DE MARI et al, 2003).

A partir da segunda semana, observa-se aumento da concentracdo sérica de IgG (DE MARI
et al.,2003). O isolamento em cultivo celular é considerado o teste padrdo, mas a reacdo pela cadeia
da polimerase (PCR) € amplamente utilizada, pela alta especificidade e sensibilidade do teste, quando
comparada ao ELISA. A deteccao de material genético pela PCR € atualmente o método de escolha,
pois contribuiu para excluir muitos falsos positivos e falsos negativos (DE MARI et al, 2003).

A imunoperoxidase (IPX) é uma técnica que pode ser aplicada em monocamadas celulares,
sendo denominada de imunocitoquimica e em esfregagos ou diretamente em tecidos, sendo chamada
de imunohistoquimica. Esses métodos detectam a multiplicagdo do virus em cultivo celulares ou em
tecidos, confirmando a presenca do agente (DE MARI et al, 2003).

O teste de hemaglutinacdo (HA) é utilizado para identificar e quantificar o CPV. Para esse
teste, utiliza-se placas de diluigOes seriadas da suspenséo fetal, em igual volume de solugéo salina.O
teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI) detecta anticorpos anti-CPV. Para tanto, realizaram-se
diluicbes seriadas (base 10) do soro (inativado a 56°C e tratado com caolin a 25% e hemacias de

=

LUMEN ET VIRTUS, Sao José¢ dos Pinhais, v. XVI, n. XLIV, p.321-340, 2025

330



suino a 50%) em igual volume de BBS, contendo 2%de SFB. Posteriormente, acrescentaram-se 0ito
unidades HA (UHA) da amostra viral e incuba-se a placa em camara umida a 37°C, durante duas
horas. Apos, adiciona-se uma suspensdo de hemaécias de suino, seguida de incubacdo a 4°C por duas
horas (SENDA et al, 1986). O titulo de anticorpos foi considerado a reciproca da maior diluicdo que
inibiu a HA.

A técnica de HI também foi utilizada para confirmar a identidade do CPV nas amostras fecais.
(STROTTMANN et al, 2008). Para que o resultado de deteccdo de CPV-2 nas amostras fecais ndo
se apresente falso negativo, é necessario que a coleta seja feita precocemente durante o curso da
infecgdo. A resposta imune para esse virus se generaliza rapidamente, iniciando-se quatro a cinco
dias apds a infecgdo. Consequentemente o virus s6 pode ser detectado nas fezes durante um curto
periodo de tempo (trés a quatro dias) apos o inicio dos sinais clinicos (SANTOS et al,. 1997).0 CPV-
2 € muito resistente ao meio ambiente, permanecendo estavel por até seis meses fora da célula, se
mantido a 4°C (SANTOS et al, 1997).

2.3 LEPTOSPIROSE
2.3.1 Etiologia

A leptospirose é uma doenga infecto-contagiosa que acomete os animais domeésticos e o0
homem, causada por bactérias, espiroquetas, que pertencem a familia Leptospiraceae, género
Leptospira. Sdo longas, delgadas e de forma espiralada, podem apresentar extremidades em gancho
e sdo classificadas por mais de 200 sorovares, destacando-se o Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Grippotyphosa, Autumnalis, Bratislava, Hardjo, Pyrogenes, Copenhageni, Ballum,
Tarassovi, dentre outros (MELLO E MANHOQOSO, 2007).

A doenga tem um forte significado sécio-econdmico-cultural, e é difundida por fatores como
o crescimento desordenado de grandes centros urbanos, as migracoes, as deficiéncias nas condicdes
de saneamento basico e o0 acimulo desordenado de lixo, que promove a expansao da populacédo de
roedores. A persisténcia do agente na natureza e o elevado potencial de infec¢ao sdo assegurados pela
diversidade de identidades soroldgicas, a multiplicidade de espécies hospedeiras e o relativo grau de
sobrevivéncia no ambiente sem parasitismo (em condicGes de alto grau de umidade, protecéo contra
raios solares, temperaturas adequadas e pH neutro ou levemente alcalino), ainda que as leptospiras
patogénicas ndo se multipliquem fora do organismo dos hospedeiros (CORTES, 1993).

A leptospirose & um agente comumente envolvido em problemas reprodutivos, abortos e
infertilidades (GREENE E CARMICHAEL, 2006). Febre e ictericia podem acompanhar ou preceder
abortamentos, morte de neonatos, morte de recém-nascidos com poucas semanas de vida. Doengas
reprodutivas tém sido descritas em canis e estdo geralmente associadas a sorovariedade Bratislava
(GRAHAM E TAYLOR, 2012).

=

LUMEN ET VIRTUS, Sao José¢ dos Pinhais, v. XVI, n. XLIV, p.321-340, 2025

331



As sorovariedades mais comumente associadas e conhecidas da leptospirose canina classica
séo a Icterohaemorrahagiae e a Canicola (SCANZIANI et al, 1994). Algumas das sorovariedades que
tém sido encontrados, inclusive no Brasil, infectando cées e causando quadros mérbidos ou infecgbes
benignas sdo: Pomona, Castellonis, Pyrogenes, e Copenhageni (DICKESON e LOVE, 1993;
BRIHUEGA e HUTTER, 1994). A prevaléncia encontrada em populagdes caninas brasileiras tem
variado entre 10 a 22% (ALVES et al, 2000).

2.3.2 Epidemiologia

A ocorréncia da leptospirose € variavel nas diferentes regides do mundo, podendo apresentar-
se tanto na forma esporadica quanto na endémica; e a ocorréncia da sorovariedades de Leptospira
spp varia de acordo com a regido geografica.

No Rio de Janeiro, em 1940, 11 cdes com manifestacdes clinicas compativeis com
leptospirose foram submetidos a necropsia para confirmar a presenca do agente causador da
leptospirose em cdes no Brasil (DACORSO FILHO, 1940). Em Pelotas, Rio Grande do Sul, com a
finalidade de se conhecer a prevaléncia e fatores de risco. Foram examinadas 489 amostras
soroldgicas de cées provenientes de 213 propriedades. As amostras foram submetidas a técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM), sendo detectadas 13 (2,66%) positivas com titulos de
anticorpos variando de 50 a 800, para os sorovares Icterohaemorragiae, Australis, Copenhageni,
Pyrogenes, Sentot e Canicola (JOUGLARD E BROD, 2000).

LILENBAUM et al (2000) ao avaliarem a ocorréncia de evidéncias sorologicas de
leptospirose entre a populacdo canina de centro urbano localizado na regido amaz6nica, com
identificacdo das sorovariedades prevalentes, examinaram pelo método de soroaglutinacdo
microscopica (SAM) amostras sanguineas de 185 caninos do municipio de Oriximina, Para,
localizado dentro da regido amazdnica. Do total de amostras analisadas, 34 (18,4%) mostraram-se
reativas, com titulo minimo de 100. Assorovariedades mais frequentemente encontrados foram
Canicola e Icterohaemorrhagiae, além de Copenhageni, também pertencente ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae.

MASCOLLI et al (2002) avaliaram o potencial zoonotico da populacdo canina do municipio
de Santana de Parnaiba, Sdo Paulo, com relacdo a leptospirose. Para isso, coletaram 410 amostras de
soro canino e a leptospirose foi determinada através da técnica de soroaglutinagdo microscopica,
utilizando uma colecéo de 22 variantes sorologicas. Foi encontrada positividade de 15%, com maior
frequéncia das variantes Copenhageni (24%), Canicola (16%) e Hardjo (16%).

QUERINO et al (2003) avaliaram a frequéncia de cdes soropositivos para leptospira,
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina. Foram estudados 160 caes
de ambos 0s sexos e ndo vacinados contra leptospirose, entre marco de 1997 e abril de 1998. Todos
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os animais foram submetidos a prova de aglutinagdo microscopica e ao exame direto da urina. Foram
detectados titulos de anticorpos 100 em 40 cées, sendo em maior frequéncia contra o sorovar
Pyrogenes (45,00%) e 24 animais foram positivos no exame direto da urina. Os autores refor¢aram
que os resultados servem como alerta em relagcdo a possibilidade de exposicdo humana a alguns
fatores de risco para a leptospirose a que estdo expostos estes cées.

Em Botucatu — SP, investigaram-se, soroepidemiologicamente, a leptospirose em 775 cées,
em amostras de sangue, obtidas durante a campanha anual de vacinacdo anti-rabica. Para o
diagnostico, foi realizada a soroaglutinacdo microscopica, utilizando-se 12 sorovares de Leptospira
spp. Obtiveram-se 119 (15,3%) amostras positivas, com reacdo para 11 sorovares, com maior
importancia para o canicola, em 48 (40,3%) amostras, e pyrogenes, em 41 (34,5%) (MODOLO et al,
2006).

MAGALHAES et al (2007) ao processarem 3417 amostras de soros, observaram em 448
(13,1%) amostras reacOes positivas a SAM, para uma ou mais sorovariedades de Leptospira spp.,
com titulos que variaram de 200 a 25.600. As maiores freqliéncias de reagdes positivas foram para as
sorovariedades Canicola (7,0%), Ballum (6,1%), Pyrogenes (3,2%) e Icterohaemorrhagiae (2,9%),
as demais apresentaram frequéncia inferior a 1,0%.

Visto essa distribuicdo epidemioldgica, nota-se que os caes sdo considerados uma importante
fonte de infeccdo da leptospirose, uma vez que diversos estudos relatam a presenca de animais
reagentes. E nesse sentido o estreito contato com o homem, eliminando leptospiras vivas pela urina
durante varios meses, sem apresentar sinal clinico caracteristico, representam um risco a saude

humana, sendo assim importante a prevencao e o controle da doenca nos caes.

2.3.3 Diagnostico Soroldgico

Para o diagnostico da leptospirose canina € necessario a realizacdo de exames laboratoriais,
sendo o exame bacterioldgico considerado definitivo (SANTA ROSA, 1970; FAINE et al, 1999). A
visualizacdo direta de leptospiras em microscopio de campo escuro tem sido utilizada principalmente
em amostras de urina durante a fase de leptospirdria. Entre as provas soroldgicas, a soroaglutinacao
microscopica (SAM) com antigenos vivos é a mais utilizada em todo mundo (FAINE et al, 1999).
Provas laboratoriais como o hemograma, dosagem dos valores séricos de ureia e creatinina e
urinalise, podem ser utilizadas como exames complementares, pois indicam as alteragdes funcionais
nos diferentes 6rgaos acometidos.

Para o diagndstico de leptospirose, por meio da sorologia, deve-se considerar: a escolha da
prova confirmatdria; da colecdo de antigenos utilizada, pois para um diagndstico mais preciso deve
ser levado em conta a prevaléncia a determinadas sorovariedades em certas regides; da reacao

antigeno e anticorpo, pois ha existéncia de reagdes cruzadas entre as sorovariedades e outras doencas
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como babesia e brucelose. Das variaveis relacionadas a localizacdo, areas consideradas endémicas
devido a fatores como saneamento bésico precario, periodo do ano em que as coletas foram efetuadas,
em funcdo da maior ou menor precipitacdo pluviométrica e pela espécie animal, por algumas serem
reservatorios naturais para alguns sorovares (FAVERO et al, 2002).

Na rotina clinica, a confirmacdo do diagndstico clinico e epidemioldgico se da pela pesquisa
de anticorpos especificos no soro, por meio do teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM), ou teste
de aglutinacdo macroscopica em lamina (LEVETT, 2001). Dentre os métodos soroldgicos, a
soroaglutinacdo microscopica (COLE JR et al, 1973) é o mais comumente utilizado, sendo designado
como teste de referéncia pela OIE (OIE, 2008), no qual o soro sanguineo reage com 0s antigenos
vivos de leptospira e, para sua realizacdo, utiliza-se uma bateria de antigenos com 0s sorovares
representantes de cada sorogrupo. Os soros de individuos com titulos positivos geralmente
apresentam reacdes cruzadas a uma variedade de sorovares, dificultando a identificacdo do sorovar
infectante (WHO, 1967) é, por isso, a soroaglutinacdo microscopica pode ser considerada um teste
especifico de sorogrupo (FAINE, 1999).

Na bateria de antigenos deve se incluir sorovares representativos da regido estudada. Para a
confirmacéo soroldgica da leptospirose em um individuo, recomenda-se aumento de quatro vezes no
valor do titulo de anticorpos aglutinantes entre a fase aguda e a convalescenca (GALTON et al,
1965).Em éreas endémicas, uma Unica amostra com titulo igual ou maior a 800 pode ser considerada
diagndstica, mas recomenda-se a utilizacdo iguais ou maiores que 1.600 para essa decisdao (WHO,
2003). Outros métodos soroldgicos, tais como ELISA, tém sido utilizados principalmente para a
distingdo entre anticorpos IgM e IgG (HARTMAN et al, 1984) e diversas modificacdes tém sido
aplicadas (LEVETT, 2001). Ainda, métodos como a aglutinacdo macroscopica em lamina
(BRANDAO et al, 1998), radioimunoensaio (KAWAOKA et al, 1979) e hemaglutinagio indireta
(SULZER e JONES, 1973) tém sido utilizados, mas sdo mais apropriados para o diagnostico da
leptospirose humana.

Para a realizacdo da técnica de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), considerada “padrao
ouro” (OIE, 2008), os antigenos de Leptospira spp. utilizados nos testes soroldgicos sdo repicados
semanalmente em meio de cultura liquido de EMJH (Ellighausen, McCullough, Johnson e Harris),
tendo como indculo 10% do volume do meio a semear, e mantidos em estufa bacteriologica B.O.D a
29°C £ 1°C (OIE, 2008).

As amostras de soro sanguineo séo diluidas em solucéo salina, sendo a diluicdo inicial 1/25.
Aliquotas de 25 pL sdo colocadas em placas de poliestireno, com fundo chato, e adicionada igual
quantidade de antigeno, das sorovariedades prevalentes na regido, resultando na diluicdo de 1/50. A

mistura soro-antigeno é homogeneizada e incubada em estufa BOD a temperatura de 28°C por 40 a
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120 minutos, procedendo-se a seguir a leitura em microscopia de campo escuro, com objetiva e ocular
de 10x, diretamente dos pocos da placa.

Serdo consideradas reagentes as amostras em que ocorreram 50% de aglutinacdo, estando
metade das leptospiras aglutinadas no campo microscopico no aumento de 100 vezes. As amostras
reagentes na diluigéo inicial serdo testadas com dilui¢Oes seriadas de razdo dois, sendo a primeira
diluicdo 1/100, conforme a recomendacdo da OIE (2008).

3 CONCLUSAO

O diagnostico laboratorial das doencas brucelose, leptospirose e parvovirose sdo importantes
em cdes para isolar e tratar animais infectados e prevenir infeccGes secundarias de animais
susceptiveis que tenham contato com cées doentes. O diagnostico clinico, muitas vezes é indefinido,
pois varios outros agentes patogénicos virais podem causar sinais clinicos dessas doencas. Assim,
um caso clinico suspeito deve ser sempre confirmado por testes de laboratorio. Varios métodos tém
sido desenvolvidos para o diagndstico laboratorial dessas enfermidades.

A infeccdo por brucelose, por exemplo, possui uma importancia sécio-econémica, por ser
responsavel por problemas reprodutivos, como abortamento, falhas de concepcdo, orquite,
epididimite e infertilidade. Sendo de fundamental importancia o diagndstico dessa doenca, a fim de
que sejam controladas as perdas econdmicas geradas em rebanhos bovinos por essa patologia.

No caso da leptospirose, a doenga tem um forte significado sdcio-econémico-cultural, e é
transmitida por fatores relacionados as mas condi¢cGes de saneamento basico e o acumulo
desordenado de lixo, que promove a expansao da populacdo de roedores, tratando-se de uma zoonose
importante, devendo-se, portanto ser bem diagnosticada, para se obter um maior controle da doenca
na populacéo.

A parvovirose € uma doenca de alta morbidade e mortalidade em cées, possuindo sinais
clinicos comuns de outras doencas que acometem cées, sendo assim somente o diagndstico clinico
torna-se insuficiente para confirmacdo dessa doenga, e por isso observa-se a importancia do
diagndstico laboratorial que consegue confirmar a doenca e consequentemente tratar de forma
especifica os cdes acometidos, podendo-se dessa forma, minimizar a ocorréncia da disseminacgdo
agente patologico dentro da populagéo canina.

Esse estudo visa mostrar a necessidade do diagnostico sorologico, como ferramenta
fundamental dentro da medicina veterinaria, para diagnosticar e tratar de forma especifica a

ocorréncia de patologias comuns entre 0s caes.
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