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ABSTRACT. Chideroli R.T., Bracarense A.P.F.R.L., Padovani L., Martins L. de
A.,Gongalves D.D. & de Freitas ].C. [Canine leptospirosis associated with acute
renal failure - Case report.] Leptospirose canina associada a insuficiéncia renal
aguda - Relato de caso. Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 38(Supl.1):79-84,
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de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445 Km 380, Campus Universitario,
Londrina, PR 86057-970, Brasil. E-mail: robertaa_tc@hotmail.com

Leptospirosis is caused by pathogenic bacteria of the genus Leptospira, affec-
ting several animal species, including humans. Carrier animals are considered
the main source of transmission because these bacteria are located in the renal
tubules and are excreted in the urine for a variable period of time. Due to the
variety of clinical signs the leptospirosis is a disease of difficult diagnosis requi-
ring laboratory tests for confirmation. The aim of this study was to describe a
dog with acute symptoms of failure kidney and high titer of antibodies against
serovar Canicola. The diagnosis was confirmed by microscopic agglutination
test (MAT), polymerase chain reaction (PCR) and histological kidney analysis
by silver staining method (Warthin Starry) associated with the clinical patholo-
gy tests (complete blood count, urinalysis and biochemical profile).
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RESUMO. A leptospirose é causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira e acomete diver-
sas espécies animais, incluindo os humanos. Os
animais portadores sdo considerados a principal
fonte de transmissdao da doenga, pois as leptospi-
ras se localizam nos tibulos renais e sao excreta-
das na urina por um periodo de tempo variavel.
Devido a variedade de sinais clinicos a leptospiro-
se é uma doenca de dificil diagndstico necessitan-
do de exames laboratoriais para sua confirmagao.

O objetivo deste trabalho foi descrever um cao
com quadro clinico agudo de insuficiéncia renal e
hepatica e alto titulo de anticorpos contra o soro-
var Canicola. O diagnostico foi confirmado pelas
técnicas de soroaglutinacdo microscépica (SAM),
reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e analise
histolégica do rim através da impregnacao pela
prata (Warthin Starry), associadas aos exames da
patologia clinica (hemograma, urindlise e bioqui-
mica sérica).
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PALAVRAS-CHAVE. Leptospira spp., cao, urina.

INTRODUCAO

2

A leptospirose é considerada uma doenca in-
fectocontagiosa, de importancia mundial, causada
por bactérias do género Leptospira. Tanto animais
domeésticos como silvestres podem se tornar porta-
dores e contribuir para a disseminacdo da doenga
(Adler & de la Pefia Moctezuma 2010). A leptospi-
rose é uma doenca de importante repercussao na
satde publica e o cdo no meio urbano é uma das
principais fontes para a transmissao da doenca de-
vido ao estreito convivio com ser humano (Batista
et al. 2004).

A infecgdo do hospedeiro geralmente ocorre por
meio do contato com leptospiras no ambiente por
meio de dgua e alimento contaminados com urina,
fomites ou carcaca de animais infectados. As lep-
tospiras ficam albergadas nos ttbulos renais dos
animais conhecidos como hospedeiros de manu-
tencao, e o cdo é considerado o hospedeiro de ma-
nutencdo do sorovar Canicola (Greene et al. 2006).
A incidéncia da leptospirose nos caes considerados
portadores renais cronicos é desconhecida. Este es-
tado provavelmente ocorra especificamente para
aqueles animais infectados com o sorovar Canico-
la, e ¢ menos provavel que este estado de portador
exista em cdes infectados com outros sorovares nao
adaptados a espécie canina (Goldstein 2010).

Martins et al. (2013) em um estudo de incidéncia
em cdes da drea metropolitana de Curitiba, Parana,
observaram que houve um aumento na prevalén-
cia de animais reagentes na soroaglutinagdo mi-
croscopica (SAM) e que a idade dos caes é um im-
portante fator de risco para a leptospirose canina.
Além disso, a presenga de fatores ambientais como
alteragdes climaticas, problemas no recolhimento
de residuos e episédios de chuva forte, também sao
altamente favoraveis para a propagacdo da infec-
¢do nesta espécie (Chetta et al. 2014).

As leptospiras multiplicam-se ativamente nos
diferentes 6rgaos parenquimatosos, sangue, linfa e
liquor, caracterizando o quadro agudo da doenga,
denominado leptospiremia. A inflamagdo inicial
causa injdria renal e hepatica e sua recuperagao
dependera da producdo elevada de anticorpos es-
pecificos frente ao sorovar infectante (Zhang et al.
2009). A colonizacao do epitélio tubular renal ca-
racteriza a fase de leptospirtria onde as leptospiras
sdo eliminadas na urina do hospedeiro de manu-
tencao de forma intermitente desde 72 horas apds a
infeccdo até semanas a meses nos animais domésti-
cos e por toda vida nos roedores (Levett 2001).

Os sinais clinicos iniciais da leptospirose em caes
sdo variaveis incluindo a associa¢do de anorexia, le-
targia, depressao, febre e variado grau de envolvi-
mento hepéatico, pulmonar e renal (Sykes et al. 2011,
Tangeman et al. 2013). Além disso, alguns cédes po-
dem exibir sinais leves da doenga, enquanto outros
desenvolvem doenca grave ou morte (Saleem et al,
2012). Estes sinais, mesmo quando caracteristicos,
ndo sdo patognomonicos, impedindo que o diag-
nostico clinico seja conclusivo (Faine et al. 1999),
necessitando de exames laboratoriais para sua con-
tirmagdo. As dosagens de ureia, creatinina, alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e
bilirrubina constituem-se nos principais exames de
monitoramento da evolugdo do quadro clinico e,
consequentemente, do prognoéstico de animais com
leptospirose (Van De Maele et al. 2008).

O diagnéstico clinico da leptospirose é baseado
no histérico epidemiolégico, no quadro clinico de
carater sistémico, incluindo anorexia, prostracao,
desidratacdo, ictericia e, nas altera¢des laborato-
riais indicativas de comprometimento renal e he-
pético. Os testes baseados na deteccdo de anticor-
pos podem ser utilizados para o diagnodstico, mas
eles tém baixa sensibilidade na fase inicial da do-
enca e os anticorpos induzidos pela vacinagdo nao
podem ser discriminados daqueles produzidos na
infeccdao natural (Xu et al. 2014). Na rotina clinica,
a confirmagdo do diagnéstico clinico e epidemio-
l6gico é através da pesquisa de anticorpos especi-
ficos no soro, por meio do teste de soroaglutinagao
microscopica (SAM) (Levett 2001). Outras técnicas
como a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) tém
sido utilizadas para identificar o material genético
de leptospiras na urina. A falta de titulos mensu-
raveis na SAM sugere que alguns casos sdo detec-
tados cedo, antes da soro-conversdao ou que os ani-
mais foram infectados por um sorovar ndo testado
na SAM. Portanto, para um diagnéstico mais pre-
ciso, é importante também a realizacdo da PCR nos
casos suspeitos (Wilson et al. 2015).

O exame post-mortem pode ser extremamen-
te valioso no diagnoéstico da leptospirose em caes,
porém os achados anatomopatolégicos variam de
acordo com a sintomatologia clinica desenvolvida
(Geisen et al. 2007). Em animais cronicamente infec-
tados, as alteracdes da func¢do renal nem sempre se
correlacionam com a gravidade das alteragdes his-
tologicas (Greene et al. 2006). Os rins e o figado sao
considerados os 6rgaos de escolha para a identifi-
cacao do agente, pois a partir de fragmentos desses
6rgaos serd realizado o diagnoéstico histopatolégico
e corados por técnicas de impregnacao pela prata.
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Para prevenir a leptospirose sao sugeridas va-
cinas com composicdo especifica baseada nos so-
rovares predominantes da regido, mas que podem
variar dependendo de cada regido do pais (Koizu-
mi et al. 2013).

Este trabalho descreve um caso clinico de leptos-
pirose canina com quadro agudo de insuficiéncia
renal e hepatica associado ao alto titulo de anticor-
pos contra o sorovar Canicola. O exame sorolégico,
a PCR e deteccao de leptospiras pela coloragdo por
prata do fragmento de rim confirmaram o diagnds-
tico e o estado de leptospirtria e de portador renal
caracteristico desta espécie.

HISTORICO

Caso clinico

Foi levado ao Hospital Veterinario da Universidade
de Londrina (HV - UEL), um cdo macho, sem raga de-
finida (SRD), com sete anos de idade que apresentava
sinais clinicos de apatia, anorexia e vomitos ha uma se-
mana. A anamnese revelou além da émese, a ocorréncia
de diarreia esverdeada ha quatro dias evoluindo para
emagrecimento progressivo, fraqueza muscular e oligo-
dipsia.

Durante atendimento ambulatorial, foi coletada
amostra de sangue para realizagdo de exame de hemo-
grama completo, bioquimica sérica e soroaglutinacao
microscopica para pesquisa de anticorpos contra leptos-
pira; e amostra de urina para exame de urinalise e reali-
zagdo de pesquisa direta de espiroquetas em microsco-
pia de campo escuro. O animal foi internado e durante
esse periodo foram repetidos os exames de hemograma
e bioquimica sérica no terceiro e quinto dia de interna-
mento para acompanhamento da evolucdo do quadro
clinico.

O paciente veio a 6bito ap6s oito dias e foi encami-
nhado ao laboratério de Patologia Animal do Depar-
tamento de Medicina Veterindria Preventiva (DMVP)
para realizacdo da necropsia, na qual foram colhidas
amostras de rim e figado para a deteccio do DNA da
bactéria através das técnicas de PCR e nested-PCR.

MATERIAL E METODOS

Pesquisa direta de espiroquetas na urina em microsco-
pia de campo escuro

A amostra de urina foi coletada com sonda uretral e
levada imediatamente ao laboratério de leptospirose do
DMVP e uma gota foi analisada em microscépio utili-
zando-se objetivas de 20X, ocular de 15X e condensador
de campo escuro.

Soroaglutina¢do microscopica com antigenos vivos
Foi realizada a SAM segundo Faine et al., (1999)
utilizando 22 sorovares mantidos vivos em cultura no
laboratorio, a diluicdo inicial foi de 1:100 e o resultado
foi considerado positivo quando o antigeno aglutinado
era igual ou maior a 50% ou se a densidade do antige-

no livre era menor que 50% (quando comparados com
o controle).

Urinalise

A amostra de urina foi coletada com sonda uretral e
foi realizado o exame fisico, quimico e do sedimento no
laboratério de patologia clinica do DMVP no primeiro,
terceiro e quinto dia de internamento.

Bioquimica sérica

Para a verificagdo das funcdes hepaticas e renais fo-
ram analisados os niveis de ALT, FA, Uréia, Creatinina e
Foésforo no laboratério de patologia clinica do DMVP no
primeiro, terceiro e quinto dia de internamento.

Hemograma

Também no laboratério de patologia clinica do
DMVP, foi realizado hemograma completo no primeiro,
terceiro e quinto dia de internamento para analisar as
séries branca e vermelha.

Exame macroscépico e microscépico

O animal foi submetido a necropsia padrdo e frag-
mentos teciduais foram colhidos e fixados em solucao
de formalina a 10%. Os fragmentos foram processados
de acordo com a rotina histolégica e cortes de 5 pm de
espessura foram submetidos a coloragdo de hematoxili-
na-eosina para analise histopatolégica. A coloragdo de
Warthin-Starry (WS) foi utilizada para identificagdo do
agente em cortes histol6gicos de rim.

PCR e nested-PCR

As técnicas foram realizadas segundo Merien et al.,
(1992) no laboratério de virologia animal do DMVP
utilizando os primers A, 5-GGCGGCGCGTCTITAA-
ACATG-3; B, 5-TTCCCCCCAT TGAGCAAGATT-3;
C, 5-CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA-3; e D, 5-CT-
TAACCTGCTGCCTCCCGTA-3'". O produto da reacdo
de nested-PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 2%, contendo brometo de etidio (0,05pg/uL), e
a visualizacdo foi feita em transiluminador com luz ul-
travioleta.

RESULTADOS

No exame fisico realizado durante o atendimen-
to no HV observou-se normotermia, desidratacao
leve, depressao do nivel de consciéncia, mucosas
rosadas, secrecao ocular purulenta, doenca perio-
dontal moderada e presenca de carrapatos.

O hemograma nao apresentou alteragao (Tabela
1), a urinalise apresentou densidade de 1012 e al-
teragdes significativas como presenga de proteinas,
células epiteliais, leucocitos e hemacias (Tabela 2).
Os exames bioquimicos revelaram azotemia, devi-
do ao aumento da ureia e creatinina e hiperfosfate-
mia (Tabela 3).

O animal foi internado e mantido na fluidotera-
pia 3x a manutencdo com ringer lactato adiciona-
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Tabela 1. Perfil hematoldgico do cdo portador de leptospirose
associada a Insuficiéncia Renal Aguda

Perfil Dias Valores de referéncia
1 3 5
Hemacias 7,83 7,45 6,98 5,5-8,5mm3
Hemoglobina 15,5 14,4 13,6 12-18 g/dl
Hematocrito 47,4 45,1 441 37-55 %
VCM 60,6 60,6 63,3 60-77 F.L
CHCM 32,7 31,9 30,8 32-36 %
Leucocitos 15900 16300 14000 6000-17000
Segmentados 13356 14670 13020 3.000 a 11.500
Eosinofilos 318 - - 100 a 1.250
Linfécitos 2067 1304 980 1.000 a 4.800
Mondcitos 159 163 - 150 a 1.350

Tabela 2. Urindlise de cdo portador de leptospirose associada
a Insuficiéncia Renal Aguda

Exame fisico Exame quimico Exame do sedimento

Volume 6mL pH 6,0 Leucécitos 11/campo
Cor Amarelo  Proteinas + Hemacias 10/campo
Aspecto  Limpido Glicose  + Bactérias +

Densidade 1012

Tabela 3. Perfil bioquimico do cdo portador de leptospirose

associada a Insuficiéncia Renal Aguda Exame da série
bioquimica

Perfil Dias Valores de referéncia
1 3 5

Uréia 430 477 507 21,4-59,92 mg/dL

Creatinina 15,1 14,2 13,1 0,5-1,5mg/dL

ALT 57 - - 21-73 UI/L

FA 57 - - 20-156 Ul/L

Fosforo 17,8 17,8 17,9 2,6-6,2mg/dL

dos de 20mL de glicose 50% e 3mL de KCI 19,1%;
omeprazol 1mg/Kg uma vez ao dia, cerenia© (ci-
trato de maropitant) 2mg/kg um comprimido ao
dia, hidréxido de aluminio 12mL via oral duas
vezes ao dia e ampicilina 22mg/Kg injetavel trés
vezes ao dia. Durante os cinco primeiros dias o ani-
mal ainda teve episddios de vomitos e os exames
mantiveram os mesmos valores.

O diagnéstico de infeccao por Leptospira foi pri-
meiro confirmado na SAM onde foram encontra-
dos anticorpos com titulo de 51200 contra o soro-
var Canicola. Na pesquisa direta de espiroquetas
em microscopia de campo escuro ndo foram visu-
alizadas estruturas com morfologia e movimenta-
¢do compativeis caracteristicas das leptospiras na
amostra de urina encaminhada ao laboratério no
primeiro dia de internamento.

Ao exame macroscépico observou-se hepato-
megalia acentuada, congestao hepatica, rins com
acentuado aumento de volume, aderéncia da cap-
sula renal ao parénquima, petéquias multifocais e
irregularidade na superficie cortical renal. Ao corte
evidenciou-se em ambos os rins infartos renais (5

e 2 cm de didmetro no rim esquerdo e direito, res-
pectivamente). No sistema digestério a mucosa do
esoOfago, estdmago e intestino delgado apresenta-
vam moderada hiperemia.

Ao exame microscépico observou-se nos rins
infiltrado linfocitario multifocal acentuado no in-
tersticio e ocasionalmente neutréfilos. Areas mul-
tifocais de calcificacdo e acentuada necrose tubular
multifocal também foram observadas. A coloraciao
de WS evidenciou estruturas alongadas, espirala-
das (10pm) nas areas de necrose e luz tubular (Fi-
gura 1). No figado havia presenca de vactiolos mal
delimitados em hepatdcitos e acentuada congestao
vascular.

O resultado da reacado de nested-PCR mostrou a
amplificacdo de uma banda de 289pb (Figura 2) em
ambas as amostras, de rim e de figado, correspon-
dente a amplificacdo do gene que codifica para o
RNA ribossomal 16S de L. interrogans.

DISCUSSAO

A doenca nos caes pode ocorrer na forma subcli-
nica ou clinica, com evolucdo aguda ou croénica, e
os sinais clinicos da leptospirose canina dependem
de fatores como idade, status imunolégico do hos-
pedeiro e viruléncia do sorovar (Faine et al. 1999).

Segundo Greene et al. (2006), apesar da maioria
das infec¢Oes causadas pela Leptospira ser de carac-
teristica cronica ou subclinica, os animais podem
apresentar insuficiéncia renal aguda. Neste cao
os resultados dos exames foram compativeis com
quadro de insuficiéncia renal aguda, pois na fase
de leptospirtria as leptospiras albergadas nos ta-
bulos renais podem causar alteragdes fisico-quimi-
cas na urina (Nelson 2001).

\ "a - . =
Figura 1. Fotomicrografia apresentando leptospiras nos tabu-
los renais de cdo macho, sem raga definida (SRD). Coloracao

de Warthin-Starry, aumento (400X).
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo
de etideo da nested-PCR para Leptospira spp. (289pb). Sequ-
éncia das canaletas: 1- marcador de peso molecular 100pb,
2- amostra de figado, 3- amostra de rim, 4- controle negativo,
5- controle positivo. Cdo macho, sem raga definida (SRD).

Segundo Wohl (1996), uma forma urémica ge-
ralmente acomete animais mais velhos, havendo
febre, apatia, sono, inapeténcia, vomito e diarreia,
sensibilidade renal, mucosas congestas, tlceras
orais e de lingua e o exame de urina mostra-se com
graves alteracdes. Essa forma provoca nefrite in-
tersticial aguda e leve insuficiéncia hepética, com-
pativel com o quadro clinico do animal relatado.

Os exames laboratoriais como a visualizac¢ao di-
reta de leptospiras em microscépio de campo escu-
ro é utilizada principalmente em amostras de uri-
na durante a fase de leptospirtria. Entretanto um
resultado negativo para apenas uma mostra nao é
confidvel, pois essa técnica apresenta como limita-
¢des a eliminacao de forma intermitente da leptos-
pira, lise pelo pH 4cido da urina na espécie canina,
baixa sensibilidade, e a necessidade de observador
experiente (Goldstein 2010).

O alto titulo de anticorpos encontrado contra o
sorovar Canicola indica que este é o mais provavel
causador da infecgdo confirmando que este sorovar
pode causar mais lesdes renais. Esse sorovar tem os
caes urbanos como hospedeiros reservatdrios que
mantém a doenga no meio ambiente, sendo fonte de
infeccdo para outros cdes e também para o homem
(Brod et al. 2005). Segundo dados do laboratério de

leptospirose do DMVP/UEL, esse titulo alto de an-
ticorpos encontrado neste cao ndo é o mais comum,
pois os caes apresentam geralmente titulos baixos
que sdo caracteristicos da doenga renal cronica de
cdes com leptospirose.

A colonizacdo renal ocorre em cdes mais infecta-
dos experimentalmente e a persisténcia e multipli-
cacao das leptospiras nas células epiteliais tubulares
renais causam a liberacdo de citocina, recrutamen-
to de células inflamatérias, e consequentemente,
nefrite aguda. Porém, ndo esta evidente como esse
processo pode desenvolver o estado de portador
cronico com eliminacdo intermitente da bactéria
pela urina (Goldstein 2010). No cao relatado neste
estudo ficou evidente que a colonizagao renal pelo
sorovar Canicola determinou as lesdes nas células
epitélio-tubulares e no intersticio com consequente
diminuicdo da perfusao renal resultando na insufi-
ciéncia renal aguda. Ainda, as toxinas produzidas
pela bactéria desencadearam a disfuncado hepatica e
consequente degeneracdo observada neste caso. A
literatura relata o quadro de hepatite ativa cronica
(Freire et al. 2008) em caes com leptospirose, porém
este animal ndo apresentava ictericia, confirmando
que apenas animais infectados pelo sorovar Ictero-
haemorrhagiae apresentam com mais frequéncia este
sinal clinico (Geisen et al. 2007).

Segundo Hartskeerl & Terpstra (1996), caes que
morrem devido a leptospirose aguda apresentam
hemorragias disseminadas e necrose hepatica focal
e os rins apresentam lesdes e, na forma aguda da
doenga, estdo tumefeitos com presenca de hemor-
ragias equiméticas subcapsulares e corticais. As-
sim, os achados clinicos, laboratoriais, macroscopi-
cos e microscépicos observados no presente caso
indicam que o animal apresentava a forma aguda
da doenga, e apenas numa fase posterior, mais cro-
nica, é que surgirdo lesdes como a diminuicdo do
tamanho dos rins com a presenca de aderéncias
capsulares a superficie cortical e varios graus de
fibrose cortical (Greene et al. 2006).

CONCLUSAO

A analise dos dados da anamnese (epidemiol6-
gicos), associados aos achados clinicos e ao diag-
noéstico laboratorial ofereceram a confirmacdo da
doenca leptospirose no cao relatado. O compro-
metimento renal e hepético sugere a colonizagao
desses 6rgaos, principalmente do rim. O titulo alto
para o sorovar Canicola associado a grande quanti-
dade de espiroquetas presente no rim é compativel
com o achado clinico de azotemia e insuficiéncia
renal aguda.
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