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RESUMO

LOPES, A.L.S. Frequéncia de céaes sorologicamente reagentes para
leptospirose, na area territorial urbana do municipio de Botucatu-SP, e a
sua correlacido com os fatores predisponentes ambientais e de criacao.
Botucatu, 2003. 96p. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Durante a 33.2 campanha de vacinacdo anti-rabica em
caes, em 2001, no municipio de Botucatu-SP, foram colhidas mil amostras
de sangue, em vinte postos representativos de quarenta postos,
distribuidos geografica e homogeneamente na area territorial urbana de
Botucatu-SP. As amostras foram submetidas ao exame de
soroaglutinagdo microscépica (SAM) aplicada a leptospirose, utilizando
como antigeno, para tal, 24 sorovares de leptospira. A frequéncia de
17,9% de ocorréncia de Leptospira spp. em caes foi correlacionada com
um inquérito realizado com os proprietarios dos animais, para determinar
alguns fatores de risco a leptospirose canina. A analise estatistica
apontou significAncia na correlagdo entre animais soropositivos e aqueles
que tinham contato com roedores e animais que tinham acesso a rua. Ja
na correlagéo entre animais de residéncias nao ligadas a rede publica de
esgoto e a soropositividade néo foi observado significancia estatistica. Os
titulos detectados na prova de aglutinagdo microscépica variaram entre
1:100 e 1:12800. Foram detectados anticorpos contra os sorovares
castellonis (28,68%), autumnalis (19,12%), pyrogenes (17,65%),
icterohaemorrhagiae (11,03%), canicola (9,56%), australis (4,41%),
shermani (3,68%), copenhageni (1,47%), grippotyphosa (1,47%),
brasiliensis (0,73%), butembo (0,73%), panama (0,73%) e wolffi (0,73%).
Os resultados mostram a diversidade de sorovares envolvidos na
epidemiologia da leptospirose canina, bem como fatores de riscos aos
quais cées estao expostos, servindo dessa maneira como alerta ao risco

de infeccdo humana.
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ABSTRACT

LOPES, A.L.S. Frequency of dogs presenting with serological reaction to
leptospirosis in the urban area of the city of Botucatu and its correlation to
predisposing factors related to environment and breeding. Botucatu, 2002.
96p. Dissertation (Master of Science) — School of Veterinary Medicine and
Zootechnics, Botucatu Campus, S&o Paulo State University “Julio de
Mesquita Filho”.

During the 33™ vaccination campaign against rabies in
dogs in 2001, in the city of Botucatu, SP, Brazil, thousand blood samples
were collected at twenty immunization centers representative of forty
immunization centers, geographically and homogeneously distributed in
the urban area of Botucatu. The samples were submitted to the
microscopic agglutination test (MAT) applied to leptospirosis, making use
of 24 leptospire serovars as antigens. The 17.9% frequency of occurrence
of Leptospira spp. in dogs was compared to a questionnaire applied to the
owners of the animals in order to determine some risk factors to canine
leptospirosis. Statistical analysis demonstrated significance in the
correlation between seropositive animals and those that had already been
in contact with rodents or had free access to the street. No statistical
significance could be found when correlating seropositivity and those
animals living in areas with no sewerage system. The titers detected on
the microscopic agglutination test ranged from 1:100 to 1:12800.
Antibodies were detected for the serovars castellonis (28.68%),
autumnalis (19.12%), pyrogenes (17.65%), icterohaemorrhagiae (11.03%),
canicola (9.56%), australis (4.41%), shermani (3.68%), copenhageni
(1.47%), grippotyphosa (1.47%), brasiliensis (0.73%), butembo (0.73%),
panama (0.73%) and wolffi (0.73%). The results demonstrated the large
diversity of serovars involved in the epidemiology of canine leptospirosis,
as well as the risk factors to which the dogs are exposed, therefore

highlighting the risk to human infection.
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1. INTRODUCAO

O estudo do comportamento da infecgcdo dos animais por
leptospiras é de extrema importancia, pois constitui um problema
sanitario, ndo somente pela gravidade de sua patogenia, mas também por
ser elemento potencial de contagio, tanto para outros animais como para

0 ser humano.

As diferentes espécies animais domeésticas podem ser
suscetiveis ou portadoras sadias, havendo sempre um hospedeiro-
reservatorio infectado para “suprir’ o ambiente com a bactéria, pela

leptospiruria permanente/intermitente ou transitoria.

O cao, por ter um estreito contato com o homem, pode se
constituir em importante fonte de infeccdo, dando continuidade ao
aparecimento da doenga tanto nos seres humanos, quanto em outros

animais.

A leptospirose humana foi considerada, pela Fundagao
Nacional de Saude do Brasil, em 1995, como doenca socioeconémica,
acometendo individuos com profissdes de baixo nivel de remuneracgao e

residentes em precarias condigdes.

No homem, como nos animais, as principais
manifestacdes clinicas variam muito em tipo e severidade, podendo a
infeccao ocorrer de forma assintomatica. Por isso, € de suma importancia
a necessidade do diagnostico laboratorial, ndo somente para uma
confirmagéo dos casos clinicos, como também para identificar animais
portadores, determinar a extensdo do problema e desenvolver medidas

de controle da doencga.
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Por tratar-se de grave zooantroponose, de elevada
prevaléncia em animais silvestres, domésticos e no homem, justificam-se

as acgdes para a profilaxia e controle dessa enfermidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose € uma doenga mundialmente difundida
(GIRIO, 1987; ZUERNER & BOLIN, 1997), comum nos animais sejam
eles de estimacdo, de producdo ou silvestres, que podem ser fonte de
infeccao para humanos (ZUERNER et al., 1995). Vem sendo motivo de
grande preocupagao, tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos
desenvolvidos, afetando a saude animal (GUIMARAES et al., 1982/83), a
economia de producdo (GIRIO, 1990) e a satude publica (FAINE, 1982).

Andre-Fontaine & Ganieri (1990) relata que, nos EUA, das
doencas humanas transmitidas por animais, a leptospirose ocupa o

segundo lugar.

A primeira observacdo de uma doenga humana
caracterizada por febre, ictericia e hemorragias petequiais, e que
provavelmente era leptospirose, foi descrita por Larrey, em 1800. Hofer,
em 1850, descreveu, em cdes, uma enfermidade que, mais tarde, foi
considerada como similar a doenca descrita por Weil, na Alemanha. Weil,
em 1886, descreveu uma doenca humana como entidade clinica
especifica, mais tarde reconhecida como sendo leptospirose (CORREA &
CORREA, 1992a).

O Subcomité do género Leptospira, da Organizagao
Mundial da Saude, em 1962, recomendou a divisdo em duas espécies:
Leptospira interrogans, patogénica e Leptospira biflexa, sapréfita
(BRASIL, 1995).

O Subcomité em taxonomia da Leptospira, em 1992,
propds a subdivisdo da espécie Leptospira interrogans em seis espécies:

L. borgpetersenii, L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L.
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kirschneri — com base em critérios de diferenciagdo molecular entre os

diversos sorovares (QUINN et al., 1994).

Conforme Baranton (1998), o Grupo de Genética
Molecular de Leptospiras, Instituto Pasteur de Paris, utilizando o método
de hidroxiapatita no estudo da relagdo entre o DNA dos diversos
sorovares dessa bactéria, propds modelo de classificacdo em espécies
genbmicas ou genomespeécies, acrescentando, as seis espécies acima,
outras 11, formando trés géneros, ou seja, Leptospira, Turneria e

Leptonema, compreendendo 301 sorovares (TABELA 1).

TABELA 1 - Géneros e genomespécies da familia Leptospiraceae,
indicando sorovar, cepa padrao e numero total de

sorovares por genomespécie

Geénero e genomespécie Sorovar padréo Cepa padréao N°de
Sorovares

Leptospira interrogans icteronaemonhagiae RGA N
Leptospira kirschneri cynopteri 3522C 29
Leptospira noguchii panama Cz214 20
Leptospira santarosai shermani 1342K 65
Leptospira borgpetersenii javanica Veldrat Batavia 46 47
Leptospira weili ranarum lowa City Frog (ICF) 15
Leptospira wolbachii codice CDC 2
Leptospira inadai lyme 10 10
Leptospira meyeri semaranga Veldrat Semarang 173 5
Leptospira biflexa patoc Patoc| 2
Tumeria parva parva H 1
Leptonemaillini ilini 3055 3
Leptospira genomespécie 1 pingchang 80412 2
Leptospira genomespécie 2 manhao3 L60 6
Leptospira genomespécie 3 holland Waz Holland (P438) 1
Leptospira genomespécie 4 hualin LT11-33 1
Leptospira genomespécie 5 sdo paulo S&o Paulo 1
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A leptospira € uma bactéria movel, ndo capsulada nem
esporulada, que se multiplica por fissdo transversa. Os movimentos sao
de saca-rolhas e de flexdo e extensdo, todos associados, dando-lhe
rapida e caracteristica mobilidade (CORREA & CORREA, 1992a).
Sobrevive em ambientes Umidos (lama e agua em torno de 20°C) e n&o
resiste & dessecagéo (SAO PAULO, 1983). Multiplica-se otimamente em
pH 7,2 a 7,4 e, experimentalmente, foi constatado que persiste na agua
por até 180 dias. O sorovar icterohaemorrhagiae morre em dez minutos a
temperatura de 56°C e, em 10 segundos, a de 100°C. As leptospiras
patogénicas sobrevivem ao frio e até ao congelamento (cem dias a 20°C
negativos). Podem ser liofilizadas e sdo muito sensiveis aos acidos, com
perda de motilidade em 15 minutos, quando em solugcdo de acido
cloridrico a 1:2000 (BRASIL, 1995). No leite nao diluido, a sobrevivéncia é
curta, mas aumenta quando é diluido em agua (VERONESI, 1972).

Em grande parte da América tropical e subtropical, as
abundantes precipitagdes pluviométricas, os receptaculos naturais de
agua, as altas temperaturas e a variedade de espécies hospedeiras
facilitam a cadeia de eventos necessarios para a transmissdo da
leptospirose (SZYFRES, 1976). Dessa forma, os fatores climaticos,
incluindo indice pluviométrico, temperatura e umidade relativa do ar,
influem de maneira decisiva sobre a ocorréncia da doenca.
Ecologicamente, a existéncia e a dispersdo da leptospirose sdo mais
favorecidas nas regides tropicais e subtropicais que nas temperadas
(BRASIL, 1995).

Um sorovar tem tendéncia a ser associado com um
hospedeiro primario, o qual pode ser infectado por outros sorovares que
estdo associados a outras espécies de animais. Um mesmo animal pode
servir como hospedeiro especifico para um sorovar, em certa area, e para

outro sorovar, em outra parte do mundo (MAILLOUX, 1975).
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Apesar de poucos caes apresentarem a leptospirose-
doenca, a causada pelo sorovar canicola € chamada de "doenca de
Stuttgart" ou "Tifus canino" e a causada pelo sorovar icterohaemorrhagiae
é denominada de "doenca de Weil" (CORREA & CORREA, 1992b).

Os caes domiciliados podem adquirir a leptospirose pela
convivéncia com outros caes e ratos que urinam em areas comuns.
Animais que vivem em areas urbanas periféricas, cujas condigdes
sanitarias e de infra-estrutura sao precarias, junto a lixdes, esgoto a céu
aberto, depdsitos de materiais descartados, restos alimentares e
promiscuidade com outras espécies animais, constituem-se

particularmente em populagdes de risco (GENOVEZ, 1996).

Como o cao frequentemente pode ser infectado pelo
agente da leptospirose, € considerado um excretor e reservatorio
subclinico (CALDAS et al., 1977), pois, aparentemente sadio, pode
albergar leptospiras e elimina-las ao meio ambiente, propiciando, desse
modo, a disseminagao para outras espécies e, por viver em contato direto
com o homem, representa um elo de transmissao dessa enfermidade,
sendo os sorovares canicola e icterohaemorrhagiae os mais importantes

associados a espécie canina (ALVES et al., 2000).

Os roedores, em geral, se comportam como portadores
permanentes de varios sorovares de leptospira. Isso faz com que
ambientes por onde circulam tais animais estejam permanentemente
contaminados por esse agente. Em consequéncia disso, constituem uma
fonte perene de infeccdo tanto para outras espécies de animais como
para o homem (SANTA ROSA et al.,1980). Os ratos sdo conhecidos como
fonte de L. interrogans sorovar icterohaemorrhagiae (BLOOD &
RADOSTITS, 1991) e o Rattus norvegicus € o hospedeiro de manutengéo
da L. copenhageni (ELLISON & HILBINK, 1990). A partir dos ratos, duas

sao as principais formas de infecgao em caes: ou eles contaminam o solo,
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a agua e os alimentos dos caes com sua urina, ou estes sdo cagados e
comidos (CORREA & CORREA, 1992b).

Na cidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil, Veronesi et al.
(1956) realizaram um inquérito sorolégico para leptospirose em 125 caes
provenientes do biotério da Faculdade de Medicina e do depdsito da
Prefeitura  Municipal, utilizando como antigenos o0s sorovares
icterohaemorrhagiae, canicola, grippotyphosa, pomona, sejroe, bataviae,
australis, bovis e hyos. A prova utilizada foi a de soroaglutinagao
microscopica, considerando como animais reagentes aqueles com titulo
igual ou superior a 1:200. Dessas amostras testadas, 12 reagiram, sendo
seis contra o sorovar canicola e seis contra o sorovar
icterohaemorrhagiae, perfazendo um total de 9,6% de 125 cées. O maior

titulo encontrado foi de 1:600, em relagao aos dois sorovares.

Santa Rosa et al. (1969/70), no Instituto Biolégico de S&o
Paulo, Brasil, durante nove anos, examinaram 426 amostras de soros de
caes. O método utilizado foi o de soroaglutinagdo microscopica, com 0s
seguintes sorovares de leptospira como antigenos: copenhageni,
canicola, pomona, grippotyphosa, guidae, sawagizak, wolffi, australis,
bataviae, brasiliensis, castellonis, panama, pyrogenes, javanica,
autumnalis, butembo e patoc. Das amostras analisadas, 14% foram
reagentes, com titulos que variaram de 1:200 a 1:12.800, com
predominéncia para o sorotipo icterohaemorrhagiae (75%). Houve
também evidéncias sorolégicas para os sorovares canicola, pomona,

tarassovi, sejroe, australis, bataviae e pyrogenes.

Santa Rosa et al. (1974) realizaram estudo sorolégico em
caes da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, na busca do
indice de infeccdo por leptospiras. Empregaram bateria de 21 sorovares,
utiizando a prova de soroaglutinagdo microscépica, no periodo

compreendido de setembro de 1966 a julho de 1968, em soros de 136
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animais clinicamente sadios de ambos o0s sexos e idades variadas. Foram
considerados positivos aqueles caes com titulos de anticorpos séricos
maiores ou iguais a 1:200, sendo encontradas oito amostras positivas
(5,9% dos soros amostrados). Observou-se que quatro animais foram
reagentes com titulos de anticorpos que variaram de 1:200 a 1:1.600
contra o sorovar icterohaemorrhagiae, dois, com titulos de 1:200 e 1:400
contra o tarassovi, um, com titulo de 1:800 contra o pomona e um com
titulo de 1:200 contra para o pyrogenes. Portanto, pelo menos, 5,9% dos
caes entraram em contato com leptospiras. Os autores ressaltam,

também, a ndo-obtencgéo de sorologia positiva para o sorovar canicola.

Ryu (1976) descreveu a realizagdo do teste de
soroaglutinagdo microscopica em soros de 12.374 caes sob cuidados
veterinarios, 480 cades domiciliados e 1.855 caes errantes, em 24 paises
do mundo, com amostras de sangue armazenadas em papel de filtro e
encaminhadas ao laboratério do autor, entre os anos de 1970 e 1973.
Utilizou, como antigenos, dez cepas de sorovares de Leptospira
interrogans: icterohaemorrhagiae, canicola, autumnalis, hebdomadis,
australis, pomona, pyrogenes, grippotyphosa, bataviae e javanica. Todos
os soros foram testados somente para os dois primeiros sorovares € uma
parte deles, para os 10 sorovares descritos. A prevaléncia de anticorpos
contra os sorovares icterohaemorrhagiae e canicola nos cées sob
cuidados veterinarios, procedentes do Brasil, foi de 7,7%, com nove
reagentes para icterohaemorrhagiae, dois para canicola e 35 para
ambos. No mundo todo, 12,4% daqueles sob cuidados veterinarios
haviam sido vacinados, 6,5% resultaram positivos e 91,0%, negativos. Em
todos os paises participantes do levantamento sorolégico, 1,1% dos soros
foram positivos para icterohaemorrhagiae, 0,5% para canicola e 8,0%
para ambos os sorovares. As taxas de anticorpos aos dois sorovares, nos
continentes foram: América do Sul (1,1%), Asia (10,1%), Europa (3,4%),
América do Norte (2,4%), Oceania e Africa/Etidpia (0%). No grupo de
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caes sob atendimento veterinario, que apresentavam anticorpos aos
sorovares icterohaemorrhagiae e canicola, houve aproximadamente a
relacdo de dois machos para uma fémea e de 1,5 vezes o numero de

doentes sobre os sadios.

Caldas et al. (1977) conduziram uma pesquisa de
aglutininas antileptospiricas em 430 cées da cidade de Salvador, Bahia,
Brasil, empregando a prova de soroaglutinagdo microscépica e utilizando
uma bateria de antigenos constituida pelos sorovares
icterohaemorrhagiae, wolffi, tarassovi, canicola, australis, andamana,
pyrogenes, javanica, pomona, castellonis, autumnalis, celledoni, panama,
bataviae e brasiliensis. Constataram frequéncias maiores para os
sorovares icterohaemorrhagiae (22,79%), canicola (20,59%), castellonis
(10,29%) e pyrogenes (9,56%) dos 93 animais reagentes, com titulos
maiores ou iguais a 1:100. Observaram que os animais sem raga definida
foram os mais acometidos, pelo fato de permanecerem por mais tempo na
rua e estarem, portanto, mais expostos a fatores de riscos. Os maiores
indices de animais reagentes ocorreram nas areas mais pobres em

relacédo a higiene basica.

Na llha de Trindad, um estudo envolvendo 96 cées
errantes para o diagnodstico da leptospirose, por meio da técnica de
soroaglutinagdo microscoépica (SAM), perante uma bateria de antigenos
de 12 sorovares (ballum, canicola, pyrogenes, copenhageni, bataviae,
grippotyphosa, fort-bragg, georgia, tarassovi, panama, javanica, shermani)
e considerando como positivos aqueles com titulo a partir de 1:100,
revelou que 55% dos animais testados foram reagentes para Leptospira
spp. Destes, 21 animais para L. canicola, 16 para L. copenhageni, oito
para L. pyrogenes, trés para L. hebdomadis, trés para L. tarassovi, um
para L. autumnalis e um para L. grippotyphosa. (EVERARD et al., 1979).

Em Moreno, Provincia de Buenos Aires, Argentina, um
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grupo de 143 caes foi testado por aglutinagcdo microscopica e 73 deles
foram soropositivos, sendo a maioria para o sorovar canicola (37%),
pyrogenes (4,8%) e autumnalis (2%) (MYERS, 1980).

Yasuda et al. (1980b) utilizando a técnica de
soroaglutinagéo microscopica para o diagnostico da leptospirose em caes
errantes da cidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil, analisaram 1.428
amostras de soro, colhidas no periodo compreendido entre outubro de
1976 e setembro de 1977. Os sorovares utilizados para a prova sorologica
foram: icterohaemorrhagiae, canicola, pomona, grippotyphosa, tarassovi,
australis, bataviae, ballun, wolffi, panama, pyrogenes, javanica,
autumnalis, butembo, andamana, shermani, whitcombi e brasiliensis.
Foram denominados de soropositivos aqueles que apresentaram
aglutinagdo na diluicdo igual ou superior a 1:100. Considerou-se a
positividade do soro correspondente ao sorovares de leptospira com o
qual se obteve maior titulo e os que apresentavam dois ou mais sorovares
com titulos maximos coincidentes foram eliminados. Dos 1.428 soros, 308
(21,6%) foram reagentes, dos quais, 38 apresentavam coaglutinagdes
com titulos maximos coincidentes. Observou-se que 50,7% foram
reagentes para o sorovar canicola, 25,5% para o0 sorovar
icterohaemorrhagiae e, seguindo-se em ordem decrescente:
grippotyphosa, 7,8%; pomona, 6,7%; ballun, 4,4%; pyrogenes, 1,8%;
autumnalis, 1,8%; andamana, 0,7% e finalmente butembo, 0,4%. As
diferengas na prevaléncia da leptospirose ocorridas no verdo e outono
foram estatisticamente significantes em relagdo as ocorridas na primavera
e inverno. Portanto, a leptospirose canina sofreu influéncia sazonal, no
verao e no outono se encontrou maior numero de caes com sorologia
positiva. A frequéncia de soros com aglutininas antileptospiras nesses

caes, distribuidas por regides, ndo apresentou diferengas significantes.

Em outro estudo, ainda na Cidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, Brasil, Yasuda et al. (1980a), no periodo de 1976 a 1977,
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selecionaram casualmente 1.415 caes para o isolamento de leptospiras
dos rins desses animais. Foram isoladas 35 amostras, dentre as quais
encontraram o sorovar canicola como o mais frequente em 32 amostras.
Duas amostras foram positivas para o sorovar copenhageni e uma para o

pomona.

Farrington & Sulzer (1982), em uma pesquisa realizada
em Porto Rico, de julho a agosto de 1980, utilizando soro de 116 caes de
rua para a prova de soroaglutinagdo microscépica, revelaram a alta
prevaléncia de animais reagentes para o sorogrupo Icterohaemorrhagiae
(72,6% dos 73 soropositivos), seguido dos sorogrupos Andamana (8,2%)
e Pyrogenes (4,2%), com titulos que variaram de 1:100 a 1:12.800. A
diferenca nas porcentagens de infecgbes em machos e fémeas nao foi
estatisticamente significante. Quanto a idade dos animais, houve
diferenca significante, sendo que os animais com mais de um ano
apresentaram maior numero de reagdes. Os autores ressaltaram que a
alta prevaléncia de anticorpos contra o sorogrupo Icterohaemorrhagiae
entre a populagdo canina se deu, primariamente, a transmissdo da

doenca de rato para cao e de cao para céao.

Cordeiro & Sulzer (1983) isolaram da urina de um cé&o
com sinais clinicos compativeis com leptospirose, o sorovar copenhageni,

no Estado de Minas Gerais, Brasil.

Morales et al. (1990) realizaram um trabalho com o intuito
de divulgar dados sobre a frequéncia da leptospirose canina,
diagnosticada no Hospital Veterinario da FCAVJ/UNESP/Jaboticabal-SP,
Brasil. Durante os anos de 1986 a 1990 foram diagnosticados
clinicamente e confirmados, por intermédio da prova de soroaglutinagao
microscopica, 88 casos da enfermidade junto aos ambulatérios do
Hospital Veterinario da referida faculdade (28 caes vacinados e sessenta

ndo vacinados). Mais de 50% dos casos foram verificados em cédes com
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idade entre 2 e 5 anos. O numero de casos da doenca em machos foi de
sessenta, enquanto 28 ocorreram em fémeas. O sorotipo de L.
interrogans mais diagnosticado sorologicamente foi o canicola, em 45
amostras de soro sanguineo. O sorotipo icterohaemorrhagiae foi o
segundo mais frequente com 36 amostras de soros reagentes, seguido

pelos sorovares pomona e grippotyphosa.

Prescott et al. (1991), em Ontario, Canada, pela técnica
de soroaglutinagcdo microscépica (SAM), detectaram 39,2% de
soropositividade a partir da titulagado 1:100 para leptospirose em 474 caes.
Evidenciaram a maioria dos titulos para os sorovares canicola e
icterohaemorrhagiae (26,2%) e uma pequena proporgao reagiu para os
sorovares bratislava (8,2%), autumnalis (3,8%), pomona (3,2%), hardjo
(3,0%) e grippotyphosa (1,9%).

Van Den Broek et al. (1991), estudando 511 c&es urbanos
nao vacinados para leptospirose, em clinicas de Edinburgh e Glasgow
(Reino Unido), encontraram soroprevaléncia de anticorpos antileptospiras
em 61/260 (23,5%) e 69/251 (27,5%) dos animais respectivamente; além
do sorovar canicola que apresentou a maior frequéncia, os sorovares
icterohaemorrhagiae, ballum, copenhageni, bratislava, javanica e hardjo.
No mesmo estudo, concluiram que os caes machos foram os mais
acometidos, principalmente os de idade compreendida entre dois e

quatorze anos.

Como o clima quente e seco nao € ideal para a
sobrevivéncia da leptospira no meio ambiente, Myburgh et al. (1993)
relatam que esta pode ser a razdo da baixa prevaléncia da leptospirose
em um estudo realizado em quatrocentos cdes na area de Pretdria, Africa,
durante o periodo de um ano (1989-1990), quando somente 1,5% desses
caes foram reagentes, sendo cinco reagdes contra 0 sorovar tarassovi e

duas contra o pyrogenes. Para essa pesquisa foi utilizada a técnica de
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soroaglutinagdo microscopica com O0s seguintes sorovares como
antigenos: canicola, copenhageni, grippotyphosa, hardjo, mini, pomona,
pyrogenes e tarassovi. Consideraram-se, nesse caso, como amostras
positivas, aquelas com titulo maior ou igual a 1:160, inconclusivas,

aquelas com titulo igual a 1:80 e negativas as com titulo abaixo de 1:80.

Um estudo realizado na Australia por Dickeson & Love
(1993), em animais de varias espécies, mostrou a prevaléncia de
anticorpos contra o sorovar copenhageni em caes e em cavalos. A prova
de soroaglutinagdo microscopica foi utilizada com a participagdo de oito
sorovares (australis, canicola, copenhageni, grippotyphosa, hardjo,
pomona, tarassovi e zanoni). Foram considerados reagentes todos os
animais que apresentaram titulos iguais ou superiores a 1:50. Dos 501
caes submetidos ao exame, 49 apresentaram titulo, sendo a maioria das
reagdes contra o sorovar copenhageni, seguido, em ordem decrescente,
contra os sorovares gripptyphosa, pomona, tarassovi, zanoni, canicola e

australis.

Estudando casos agudos de leptospirose em céaes e
animais contactantes, Scanziani et al. (1994), na Italia, encontraram
evidéncias soroldgicas para o sorovar bratislava como o mais frequente e
em ocorréncia menor para o sorovar grippotyphosa. Os autores ressaltam
que esses dois sorovares diferem daqueles tipicamente encontrados em

caes, normalmente canicola e icterohaemorrhagiae.

Ratnam et al. (1994); Thirunavukkarasu et al. (1995)
relatam, em seus trabalhos, surtos de leptospirose canina na india, dando
destaque para os sinais clinicos como pirexia, anemia, ictericia, diarréia e
emese. Esses autores realizaram exames laboratoriais pelo método de
soroaglutinagdo microscopica e observaram indices de positividade de
16,3% e 17,19%, respectivamente, principalmente para os sorovares

canicola, icterohaemorrhagiae, autumnalis e pomona.
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Na cidade de Rosario, na Argentina, 260 amostras de
soro foram analisadas pela técnica de microaglutinacdo. Desses soros,
58,07% foram reagentes, sendo a maior parte contra o sorovar canicola
seguido, em ordem decrescente de prevaléncia, pelos sorovares

copenhageni, castellonis, pyrogenes e pomona (BRIHUEGA et al.,1995).

Em Nova Jersey e Michigan, nos EUA, de 1990 a 1995,
em 17 cées doentes, os sorovares mais prevalentes foram: pomona, em

12 animais, grippotyphosa em oito e autumnalis em seis cades (HARKIN &
GARTRELL, 1996).

Pineda et al. (1996) analisaram 60 amostras de soro de
caes, atendidos em uma Universidade do Chile, escolhidos
aleatoriamente, sem distingcdo de raca, idade e sexo, por meio da prova
de soroaglutinagdo microscopica, utilizando 12 sorovares como antigenos.
As reagbes mais frequentes foram contra os sorovares canicola e
pyrogenes, isto é, dos 23 animais reagentes (titulos = 1:100), 17,39%
reagiram para o sorovar canicola e 13,04% para o pyrogenes; 12
apresentaram coaglutinagdes. Em relacdo a idade dos animais, a maior
porcentagem de positivos ficou entre os seis e 45 meses e nenhum
animal abaixo de seis meses apresentou reacdo. Por outro lado, a maior
porcentagem de caes positivos entre seis e 45 meses de idade
apresentou titulos baixos (1:100), sendo os titulos de 1:500 mais
freqlentes em animais maiores de 46 meses. Ao considerar o sexo do
animal, existiu uma diferenga significativa em favor dos machos (78,26%),
sobre as fémeas (21,73%), no numero de individuos afetados. Os autores
ressaltam que a epidemiologia da doenga pode variar de acordo com a
ocorréncia dos sorovares diferentes daqueles que geralmente afetam os
caes, como mostra o aparecimento do sorovar pyrogenes. Nesse trabalho

nao se observou titulo para o sorovar icterohaemorrhagiae.

Weekes et al. (1997), em Barbados, na Iindia,



38

selecionaram dois grupos de cées, sendo o primeiro de animais
abandonados (78) e o segundo de animais suspeitos de leptospirose
aguda (61). No primeiro grupo, observaram-se 48 animais reagentes,
com titulos maiores ou iguais a 1:100, sendo as reagdes contra o
sorogrupo Autumnalis as mais frequentes (45%), seguidas por reagdes
contra os sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Australis (16% cada um) e
Pomona (13%). No segundo grupo, verificou-se a prevaléncia de 75% de
animais com titulos superiores ou iguais a 1:100, com predominancia do

sorogrupo lcterohaemorrhagiae, seguido pelo sorogrupo Australis.

Com o objetivo de levantar a prevaléncia e determinar os
principais fatores de risco a leptospirose canina na area urbana do
municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil, Furtado et al. (1997)
realizaram um estudo por amostragem aleatoria por conglomerados,
coletando-se amostras de sangue de 260 cdes e aplicando-se formularios
epidemioldgicos. Essas amostras sanguineas foram submetidas ao
exame sorologico (SAM) e como antigenos foram empregados os
seguintes sorovares: andamana, autumnalis, castellonis, canicola,
grippothyphosa, copenhageni, icterohaemorrhagiae e pyrogenes. Das 260
amostras de soro canino, 75 (28,9%) foram reagentes, com titulos
maiores ou iguais a 1:100 para um ou mais sorovar. Destas, 18
coaglutinaram para um ou mais sorotipos. Foram encontradas evidéncias
sorolégicas para os sorovares canicola (37,33%), icterohaemorrhagiae
(24,00%) andamana (9,33%), pyrogenes (4,00%) e autumnalis (1,33%).
Com relacdo aos inquéritos, os caes que viviam em patio sem muro
teriam mais chances de contrair a infeccdo, provavelmente devido ao
contato com outros caes. Na questdo referente ao destino do esgoto,
caes que viviam em residéncias que nao estavam ligadas a rede publica
de esgoto estariam mais propensos a adquirir a doenga, em relagéo aos
outros caes, provavelmente devido ao contato com agua contaminada

proveniente de fossas ou valetas. A terceira questdo, referente ao
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confinamento do cado, revelou que 0s animais que permaneciam
confinados tinham menos chances de adquirir a doenga, provavelmente
porque esses animais nao tinham contato com caes estranhos e com o
ambiente externo. Quando a prevaléncia foi avaliada levando-se em
consideracao a distribuicdo espacial na area urbana do municipio, foram
observadas diferengas significativas relacionadas a presenca de
industrias  alimenticias e engenhos benificiadores de graos,
consequentemente, em razdo dos residuos, maior numero de roedores.
Em outras questdes analisadas, como sexo, idade, raca e presenga de
roedores, ndo houve diferengas estatisticamente significativas.Também
nao houve associacdo quando se avaliou presenca de roedores, por

serem 0 mesmo muito comum, perdendo dessa forma o poder estatistico.

Em 36 cdes com leptospirose, no norte do estado de
Nova York, EUA., os titulos de aglutininas antileptospiricas encontrados
foram predominantemente para os sorovares grippotyphosa (59%) e
pomona (26%), seguidos, em menor frequéncia, pelos sorovares canicola,
icterohaemorrhagiae, hardjo e autumnalis (BIRNBAUM et al.,, 1998). O
sorovar grippotyphosa foi diagnosticado em um alarmante numero de
cées nos EUA (LEPTOSPIROSIS, 1998).

Steger-Lieb et al. (1999), na Suiga, verificaram cées com
titulos de anticorpos antileptospiras para L. grippotyphosa, L. pomona, L.
bratislava, L. australis, L. icterohaemorrhagiae e L. canicola, alertando
para a presenga de animais reagentes a outros sorovares, além dos

contidos nas vacinas comerciais.

Flores et al. (1999) coletaram sangue de 135 caes de rua,
na Cidade do México, México, para realizagao da prova de aglutinagao
microscopica, a fim de detectar de anticorpos antileptospiras. Houve
reacdo em 52 amostras de soro e os sorovares L. castellonis, L. canicola,

L.icterohaemorrhagiae e L. pyrogenes foram os mais comumentemente
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encontrados. Os autores ressaltam que esses animais colaboram para a
ocorréncia da leptospirose entre a populacdo canina e,

consequentemente, representam um risco para a saude publica.

Com o objetivo de avaliar os niveis de aglutininas
antilleptospiricas em caes no municipio de Patos, Paraiba, Brasil, Alves et
al. (2000) analisaram, por meio da técnica de soroaglutinagédo
microscopica, 114 amostras de soro sanguineo de caes atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, com ou sem
quadro clinico de leptospirose. Utilizaram uma bateria de antigenos vivos,
contendo 24 sorovares (australis, grippotyphosa, butembo, autumnalis,
cynopteri, icterohaemorrhagiae, panama, pomona, hardjo, canicola, wolffi,
pyrogenes, bratislava, castellonis, bataviae, whitcombi, hebdomadis,
copenhageni, javanica, shermani, tarassovi, andamana, patoc, sentot) e
considerou-se como animal reagente aquele que apresentou titulo igual
ou superior a 1:100. Do total de 114 amostras, 23 foram reagentes para
0s sorovares australis, autumnalis, butembo, cynopteri, grippotyphosa,
hardjo, icterohaemorrhagiae, panama, pomona, pyrogenes e wolffi. Nesse
trabalho, verificou-se a prevaléncia de sorovares diferentes dos achados
classicos, nos quais prevalecem o0s sorotipos canicola e
icterohaemorrhagiae. Os autores concluiram também que os maiores
indices de animais reatores foram provenientes da periferia, fato que
poderia estar associado, particularmente, aos problemas de infra-
estrutura, como coleta irregular de lixo, problemas de saneamento basico

e presenca de caes vadios e sem controle.

Jouglard & Brod (2000) realizaram um estudo com a
finalidade de conhecer a prevaléncia e fatores de risco a leptospirose em
caes no meio rural do municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.
Analisaram 489 amostras de sangue de caes, pelo método laboratorial de
soroaglutinagao microscopica (SAM), com antigenos vivos, utilizando 24

sorovares. Dessas amostras, 13 foram consideradas reagentes, com



41

titulos de anticorpos que variaram de 1:50 a 1:800, contra os sorovares
icterohaemorrhagiae, australis, copenhageni, pyrogenes, sentot e
canicola, adotando-se, em casos de coaglutinagdes, o titulo mais alto.
Dos fatores de risco avaliados, o contato com acude, com banhado, a
altitude e a variacdo do pH , mostraram-se significativos estatisticamente.
Outros fatores, como faixa etaria, sexo e confinamento ndo apresentaram

significancia estatistica.

Com a finalidade de avaliar a ocorréncia de evidéncias
sorologicas de leptospirose entre a populagao canina de centro urbano do
municipio amazénico de Oriximina, Para, Brasil, Lilenbaum et al. (2000)
efetuaram um experimento com 185 amostras de sangue de cées
escolhidos randomicamente. Para o diagndstico soroldgico, utilizou-se o
meétodo de soroaglutinagdo microscopica com antigenos vivos, 0s quais
foram: australis, autumnalis, bratislava, castellonis, bataviae, canicola,
hebdomadis, icterohaemorrhagiae, copenhageni, pomona e wolffi. A fim
de identificar o mais provavel sorovar infectante, considerou-se a
positividade de um soro para o sorovar em que se observou a aglutinagao
mais evidente. Do total de amostras realizadas, 34 (18,4%) mostraram-se
reativas, com titulo minimo de 1:100 e as reagbes mais frequentemente
encontradas foram contra os sorotipos icterohaemorrhagiae (10,3%),

copenhageni (4,9%) e canicola (3,2%).

Com o objetivo de se determinar a frequéncia de
aglutininas antileptospiricas em caes errantes da cidade de Salvador,
Bahia, Brasil, e de identificar as areas de maior risco, Viegas et. al. (2001)
coletaram 120 amostras de sangue de cdes errantes provenientes de
varios distritos sanitarios da cidade. A técnica empregada foi
soroaglutinagdo microscopica, com 16 sorovares de leptospiras (wolffi,
pyrogenes, castellonis, grippotyphosa, canicola, autumnalis,
icterohaemorrhagiae, tarassovi, bataviae, panama, pomona, celledoni,

australis, javanica, butembo e shermani). Consideraram como reagentes
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aqueles que apresentaram titulo maior ou igual a 1:100. Os sorovares de
maior ocorréncia encontrados nos distritos sanitarios foram autumnalis,
canicola, icterohaemorrhagiae e australis. Nao houve ocorréncia de
aglutinagdo com os sorovares javanica, celledoni e butembo. Os maiores
titulos encontrados foram para os sorovares canicola (1:3200),

autumnalis (1:1600), e panama (1:1600).

Uma pesquisa soroldgica para leptospirose em diversos
Estados brasileiros, envolvendo varias espécies animais, inclusive a
canina, foi realizada por Favero et al. (2002). A técnica utilizada foi a de
soroaglutinagdo microscopica, com uma colegcdo de antigenos vivos que
incluiu 24 variantes sorologicas de leptospiras patogénicas e duas de
leptospiras saprofitas. Foram analisadas 938 amostras sanguineas de
caes, considerando como reagentes aquelas amostras que apresentaram
titulo maior ou igual a 1:100. Dentre os animais que apresentaram duas
ou mais variantes sorolégicas com titulos diferentes , considerou-se como
0 mais provavel o sorovar que apresentou maior titulo e, quando havia
titulos idénticos, foram excluidos da analise e considerados como reatores
para Leptospira spp. As variantes mais frequentes para a espécie canina
foram os sorovares copenhageni e icterohaemorrhagiae, no Estado de
Sao Paulo e pyrogenes, no Piaui. Ressalta-se, todavia, que na atualidade,
o sorovar copenhageni tem sido o mais frequentemente isolado em casos
de leptospirose em seres humanos no Estado de Sao Paulo (SAKATA et
al., 1992), sugerindo a participagédo de roedores sinantropicos como fonte

comum tanto para humanos como para os caes.

Com o objetivo de avaliar o potencial zoonético da
populagcdo canina do municipio de Santana do Parnaiba, Sao Paulo,
Brasil, com relagao a leptospirose, Mascolli et al. (2002) conduziram um
experimento durante a campanha de vacinagao anti-rabica animal de
1999, com a colheita de 410 amostras de soro de cées e o preenchimento

de um questionario pelos proprietarios dos animais, a fim detragar um
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perfil epidemiolégico da populacdo e proceder a analise estatistica dos
fatores de riscos. Foi empregada a técnica de microaglutinagao
microscépica (SAM), com uma bateria de 24 variantes soroldgicas de
leptospiras vivas. Foi encontrado positividade de 15%, com maior
frequéncia das variantes copenhageni (24%), canicola (16%) e hardjo
(16%). As comparacgdes entre os valores sorologicos positivos para
leptospirose e os dados extraidos dos questionarios aplicados
demonstraram significancia com relagéo ao fator de risco idade, uma vez
o aparecimento da doencga foi muito mais freqliente em animais com idade
superior a um ano. Com relagao aos outros parametros analisados, como
tipo de confinamento, presenca de roedores e enchentes, bem como
areas de alagamentos, os autores relatam que a auséncia de correlagao
observada nesse estudo pode ter ocorrido em razdo do pequeno numero

de casos positivos, perdendo, dessa forma, o poder estatistico.

Costa et al. (1985) relataram o caso de um homem de 32
anos de idade, no qual foi estabelecido o diagndstico de leptospirose por
L. australis. Na tentativa de pesquisar a cadeia epidemioldgica, armaram
duas ratoeiras no quintal da residéncia do paciente. Dois ratos foram
capturados e nao estavam contaminados com leptospiras. Colheram,
também, amostras de sangue dos quatros cdes da residéncia para
realizacdo de exame de soroaglutinacdo. Dois, dos quatro caes,
apresentaram resultado negativo, um apresentou positividade para L.
icterohaemorrhagiae, com titulo 1:100 e o cdo de maior estima do
paciente mostrou titulo de 1:800 para L. australis. Estabeleceu-se a
cadeia epidemiolégica com precisao atribuindo-se a fonte da doenga ao

cao. Era o animal preferido de seu dono que freqientemente o afagava.

Ocorreu um surto de leptospirose em Madras, na india,
onde 48 humanos, de 95 testados, apresentaram-se soropositivos. Dentre
eles, 32 reagiram contra o sorovar icterohaemorragiae. Das 94 amostras

de soro de céaes testados, 20 foram positivas, 10 reagiram contra o
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sorovar icterohaemorrhagiae e nove contra o sorovar canicola. Os
murinos também foram testados e uma grande porcentagem de
soropositivos para o sorovar icterohaemorrhagiae foi encontrada
(VENKATARAMAN & NEDUNCHELLIYAN, 1992).

Em um estudo em humanos, na Baixada Santista, Sdo
Paulo, Brasil, Pregnolatto et al. (2000) observaram a ocorréncia do
sorogrupo Icterohaemorragiae como sendo o mais freqluente e, em
seguida, o sorogrupo Autumnalis. Os autores sugerem que a maior
incidéncia do sorogrupo Icterahaemorragiae obedece ao padréo estadual,
pois esta associado aos murinos, que sdo disseminadores constantes de
leptospira. Ja o sorogrupo Autumnalis esta relacionado com animais
silvestres, os quais, com a proximidade Mata Atlantica, devem ter sido
adaptados aos animais domeésticos ou mesmo a populagdo murina,

passando a infectar os homens.

Realizou-se um levantamento soroepidemiolégico na
cidade de Londrina, Parana, Brasil, para leptospirose, em 49 pessoas
consideradas como nao expostas a riscos, 75 trabalhadores de limpeza
publica, 55 individuos com atividade em ambiente hospitalar e 29
trabalhadores do Departamento de Agua e Esgoto. Como antigenos
foram utilizados 23 sorovares de leptospiras vivas e a pesquisa de
aglutininas antileptospiras foi realizada pela reagdo de soroaglutinagao
microscopica. A reagao foi considerada positiva a partir de 1:200. No total
de 208 soros examinados, 28,4% apresentaram reagao positiva. O grupo
dos trabalhadores de limpeza publica foi o que demonstrou mais alto grau
de positividade (46,7%). Nos trabalhadores do setor de agua e esgoto, a
positividade foi de 28,55%. Nos individuos com atividades em laboratério,
encontrou-se uma positividade de 21,8%. Naqueles individuos cuja
atividade foi considerada sem riscos, observou-se uma positividade de
20,2%, que pode ser explicada pela contaminagdo com leptospiras em

atividades recreativas ou mesmo pelo contato com animais, como o cao
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(VASCONCELOS et al., 1992).

E de suma importancia a necessidade do diagndstico
laboratorial ndo somente para a confirmagdo dos casos clinicos como,
também, para identificar animais portadores, determinar a extensao do
problema e desenvolver medidas de controle da doenca (SANTA ROSA,
1970).

O teste de soroaglutinagdo microscépica (SAM) é o de
eleicdo para o diagndstico soroldgico da leptospirose, em todo o mundo
(OLIVEIRA, 1999; VENKATARAMAN et al., 1992) e é considerado com
padrdo de referéncia no Brasil (BRASIL, 1995). Essa prova, altamente
sensivel, determina o sorovar envolvido € ndo reconhece a presenca do
agente, mas sim da resposta imunolégica do hospedeiro infectado. Além

disso, ndo indica se a infecgao ¢é ativa (KEE et al., 1994).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia do estudo da leptospirose
em cées, nao so6 pela gravidade da enfermidade no animal como também
pela sua importancia em Saude Publica, o presente trabalho teve por

objetivo:

1) Avaliar a frequéncia de cé&es sorologicamente
reagentes para leptospirose na area territorial urbana de 32km? do

municipio de Botucatu-SP.

2) Verificar a distribuicdo da frequéncia de caes
sorologicamente reagentes para leptospirose, em 20 postos de vacinagao

da area territorial urbana do municipio de Botucatu-SP.

3) Verificar a frequéncia de caes reagentes para
Leptospira spp., correlacionando-a com o0s seguintes fatores

predisponentes ambientais e de criagao:
= Acesso arua;
=  Contato com roedores;
» Residéncia nao ligada a rede publica de esgoto.

4) Determinar quais sdo os sorovares envolvidos na
infecgdo dos caes por leptospiras na area territorial de Botucatu-SP e as

respectivas titulagdes frente aos 24 sorovares testados.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagcao do municipio de Botucatu-SP

O municipio de Botucatu localiza-se na regido Centro-Sul
do Estado de S&o Paulo (22,88583° latitude sul e 48,445° longitude oeste),
esta cerca de 805 metros acima do mar e possui uma area territorial de
1.483km? , dos quais 1.329km? correspondem & zona rural e 154km? &
zona urbana. Possui uma populacédo estimada de 108.306 habitantes. O
clima é subtropical umido, temperatura média de 19°C, com invernos
secos, verdes quentes e precipitacdo pluviométrica em torno de 1.250mm.
A vegetacgao consiste de mata pluvial e cerrado (IBGE, 2000).

4.2 Padronizacao da amostragem

Durante a 33.2 campanha anual de vacinag¢ao anti-rabica,
no municipio de Botucatu-SP, em 2001, coordenada pela Disciplina de
Planejamento em Saude Animal e Saude Publica da FMVZ/UNESP/
Botucatu-SP, em conjunto com a Prefeitura Municipal, foram colhidas mil
amostras de sangue de caes (EPIINFO 2000), aproximadamente 6% do
total de 16.838 caes vacinados, em vinte postos de vacinacao,
representativos do total de quarenta postos distribuidos geografica e
homogeneamente, em cinco regides da area territorial urbana de 32km?
do municipio. A area de abrangéncia de cada posto foi, em média, de
0,8km?.
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4.3 Alocacao dos animais e dos postos

Para o procedimento de alocag&o do animal (2.° estagio),
foi considerado o plano de amostragem sistematica sob critério de que, a
partir do animal selecionado, os dois seguintes seriam descartados.
Quanto aos postos de colheita, procedeu-se, em 1.° estagio, ao sorteio
(amostragem casual) geografico de 20 postos de vacinagdo. O tamanho
amostral, 1.000 caes, foi determinado considerando a taxa de 10% de
erro de estimacao, com nivel de 95% de confianga (COCHRAN, 1977).

4.4 Questionario aplicado ao proprietario do céo

Para cada amostra de sangue colhida, realizou-se um
questionario com o proprietario do cao, a fim de obter as caracteristicas

de criagao e do ambiente, as quais estao apresentadas no QUADRO 1, a

seqguir:

QUADRO 1 - AQuestionario aplicado aos proprietarios dos caes
submetidos ao exame de soroaglutinagdo microscopica
(SAM)

Identificacdo do Animal (tubo): Dia:___ / /| JPosto:___

Proprietario:

Endereco: |Rua/Avenida: n.° ,

Bairro: , Tel: ,CEP: -

Ultima dose de vacina contra leptospirose em: 199900 200000 20010

Més:

Tem acesso a rua: SimO NaoO

Tem contato com roedores: SimO Nao O

A residéncia esta ligada a rede publica de esgoto: Sim O  Nao O
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4.5 Colheita das amostras
4.5.1 Sangue

Durante os cinco dias da campanha de vacinagéo, no més
de agosto do ano de 2001, foram colhidas de 1.000 céaes, pela pungao
das veias cefalica ou jugular, amostras de aproximadamente 10 ml de
sangue, em tubo de vidro estéril (Vacutainer), com capacidade de 15ml.
Em seguida, as amostras foram enviadas ao laboratério de Diagnostico de
Zoonoses da FMVZ/UNESP/Botucatu-SP, onde foram dessoradas (apés a
retracdo do coagulo) e centrifugadas a 1.613g, durante dez minutos. Apos
esse procedimento, foram acondicionadas em microtubos de plastico de
1,5 mililitros do tipo Eppendorf (devidamente identificados e numerados,
relacionando a amostra ao animal, ao posto e ao inquérito) mantidas em
freezer, a 20°C negativos, para realizagdo das provas de soroaglutinagao

microscoépica (SAM).

4.6 Procedimento Laboratorial
4.6.1 Meios de cultura

As cepas-padrdao dos 24 sorovares utilizadas foram,
inicialmente, cultivadas em meio semi-solido de Fletcher (ANEXO 1) e, em
seguida, mantidas por repiques semanais em meio liquido de
Ellinghausen — EMJH (ANEXO 2).
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4.6.2 Antigenos

Foram utilizadas como antigenos para a prova de
aglutinagdo microscépica as culturas de cepas-padrao de 24 sorovares de
Leptospira spp. (QUADRO 2), mantidas por repiques semanais em meio
liquido de EMJH, a 29°C. S¢ foram usadas como antigenos culturas de 4

a 14 dias, que nao apresentavam contaminantes e nem auto-aglutinagao.

QUADRO 2 - Sorovares mantidos em meio de cultura liquido de EMJH
com albumina bovina "Tween 80",
Zoonoses da FMVZ/UNESP/Botucatu-SP, para utilizagao

no Laboratério de

na prova de SAM

SOROGRUPO SOROVAR
Australis australis
bratislava
Autumnalis autumnalis
butembo
Ballum castellonis
Bataviae bataviae
brasilienses
Canicola canicola
Celledoni whitcombi
Cynopteri cynopteri
Djasiman djasiman
sentot
Grippotyphosa grippotyphosa
Hebdomadis hebdomadis
Icterohaemorrhagiae | icterohaemorragiae
copenhageni
Javanica javanica
pomona
Panama panama
Pyrogenes pyrogenes
Sejroe hardjo
wolffi
Shermani shermani
tarassovi
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4.6.3 Prova de Soroaglutinacido Microscopica (SAM)

Nos dias de prova, as culturas usadas como antigeno
eram diluidas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril de
pH 7,6 na proporcdo de 1:2. Com o auxilio de algca bacteriolégica,
transferia-se uma gota de cada diluigdo para lamina de microscopia
tamanho 26X76 milimetros, examinando-se, sem laminula, em
microscopio de campo escuro. Considerava-se como concentragao
satisfatéria, quando a suspensao preenchia todo o campo microscopico,

com fina camada de leptospiras individualizadas.

A prova de soroaglutinagdo microscopica constituiu-se de

duas fases, a de triagem e a de titulag&o.

4.6.3.1 Triagem

O soro de cada amostra era diluido colocando-se 0,1ml
de soro para 4,9ml de solucido PBS estéril de pH 7,6 em um tubo de

Wassermann pequeno, perfazendo uma proporcao de 1: 50.

Em microplaca de polietileno, com fundo em forma de U,
devidamente identificada e marcada, pipetava-se nos compartimentos 50
microlitros do soro diluido, formando uma linha. O numero de
compartimentos preenchidos era de 24 para cada amostra de soro. Fazia-
se 0 mesmo para o controle, onde em vez de soro, era colocada solucao

salina tamponada com fosfato (PBS) de pH 7,6.

Acrescentavam-se, nos respectivos compartimentos,
inclusive nos respectivos controles, 50ul das correspondentes
suspensdes antigénicas, passando a diluicdo final em cada um desses

compartimentos para 1:100. Importante citar que o sorovar e a
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identificacdo do cado ficavam devidamente anotados na microplaca, com
um pincel atdmico, deixando claro qual a amostra que estava sendo

testada e para qual sorovar.

Agitava-se a microplaca levemente e deixava-se repousar

em estufa a 37°C, por 1 hora.

Ao final desse tempo, colocava-se, com o auxilio de uma
alca bacteriologica, uma gota do conteudo de cada compartimento,

formando uma linha, sobre uma lamina de microscopia.

Em seguida, examinava-se, sem laminula, em
microscopio de campo escuro, com Oleo de imersédo entre a lamina e o

condensador, e observava-se na objetiva de 10X e ocular de 10X a 15X.
Observava-se o grau de aglutinagao das leptospiras.

Foi estabelecido o grau de aglutinagdo das leptospiras em
uma variagao indo desde negativo (sem aglutinagdo) até quatro cruzes,

para cada antigeno testado, tendo como referéncia o respectivo controle:

= Negativo: auséncia de aglutinagdo, com numero de

leptospiras livres iguais ao controle;

= 1+: presenga de aglutinagcdo, com 75% de leptospiras
livres em relacéo ao controle;

= 2+ presencga de aglutinagcdo, com 50% de leptospiras
livres em relagao ao controle;

= 3+: presenga de aglutinagcdo, com 25% das
leptospiras livres em relagao ao controle;

= 4+: presenga de aglutinagdo, com menos de 25% de

leptospiras livres em relacdo ao controle.
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Aqueles soros que, nessa prova, aglutinaram um numero
igual ou maior do que 50% das leptospiras (2+, 3+, 4+) foram
encaminhados para a titulacao, realizando-se a prova somente com os

sorovares reagentes.
4.6.3.2 Titulacido

Os soros separados para a realizacao de titulacido foram

diluidos com os antigenos reagentes a triagem.

A partir da diluicdo de 1:50 utilizada na prova da triagem,
realizavam-se  mais seis diluicbes dos soros ou quantas fossem

necessarias, consecutivas e ao dobro (titulos de 1:100 a 1:3.200).

Microplacas com colunas de seis compartimentos eram
preparadas: uma coluna para cada antigeno, de acordo com o resultado

de cada soro.

A parte, em cada compartimento, era preparado o

controle de cada antigeno.

Eram colocados 100ul de soro diluido (1:50) em cada
compartimento da primeira linha (o numero de compartimentos de cada
linha era de acordo com o numero de antigenos testados), o que
corresponderia, mais tarde, a diluicdo 1:100. Nos demais compartimentos

das outras linhas, eram colocados 50 microlitros de PBS de pH 7,2.

Para se obter a diluicdo desejada, retiravam-se com a
micropipeta 50ul de soro diluido do primeiro compartimento (primeira
linha), passando para o segundo (correspondente ao mesmo sorovar, na
segunda linha). Apés homogeneizar o segundo compartimento, retirava-
se cinquenta microlitros deste e passava-se para o terceiro, fazendo o
mesmo até o ultimo compartimento. Depois de homogeneizado, eram

desprezados cinquenta microlitros. No final, todos os compartimentos
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apresentavam cinquenta microlitros de mistura, na proporgcdo de 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, ..., etc., em cada coluna. Esse procedimento era feito

para todas as colunas.

O antigenos correspondentes (50ul) eram distribuidos a
cada compartimento da respectiva coluna e ao controle (nesta etapa, as

diluicbes de cada linha de soro duplicavam).

Misturava-se, incubava-se e fazia-se a leitura conforme

descrito para a prova de triagem.

Considerava-se como ponto final de reacdo a mais alta
diluicdo de soro que era capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras
em relagdo ao controle. O titulo de aglutininas do soro foi expresso pela

reciproca da dilui¢ao.

Todo trabalho laboratorial foi realizado nas dependéncias
do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da
FMVZ/UNESP/Botucatu-SP, nos laboratérios da Disciplina de Zoonoses e

Disciplina de Planejamento de Saude Animal e Saude Publica.

4.7 Andlise Estatistica®

As informagdes coletadas foram armazenadas no banco
de dados da planilha EXCEL e seus valores observados apresentados
em tabelas contendo as distribuicdes freqlienciais. Para a discussao da
associacdo entre duas variaveis-resposta considerou-se o teste de
Goodman (GOODMAN, 1964, 1965) para contrastes entre e dentro de

populacdes multinomiais. Em relacido a taxa de positividade, estabeleceu-

* Consultor: Prof. Titular Carlos Roberto Padovani — Disc. de Bioestatistica do Instituto de
Biociéncias — UNESP- Botucatu
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se, para a discussao dos resultados, os limites de 95% de confianga para
a proporcéo de positividade (STREINER & NORMAN, 1994).
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5. RESULTADOS

O resultado obtido a partir das amostras de soro canino,
colhidas durante a campanha de vacinagao, no ano de 2001, na area
territorial urbana do municipio de Botucatu-SP, submetidas a técnica de
soroaglutinagdo  microscopica (SAM) aplicada a leptospirose,
considerando como animais reagentes ou positivos aqueles que
apresentaram titulos iguais ou superiores a 1:100, esta representado na
TABELA 2.

TABELA 2 - Resultado sorolégico antileptospirico dos caes amostrados,

na area territorial urbana de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil,

2001
Resultado N°Caes %
Reagente 179 17,90
Nao Reagente 821 82,10
Total 1.000 100,00

Do total de 1.000 caes amostrados, 179 foram reagentes
para leptospirose, isto €, a amostra revelou 17,9% de positividade
(p<0,0001). O intervalo de confianga da ocorréncia de Leptospira spp. nos
caes, na area territorial urbana de Botucatu-SP, ficou entre os limites de
15,52% e 20,28%.

O resultado sorologico para leptospirose foi confrontado
com os seguintes fatores predisponentes ambientais e de criagao,
levantados a partir do questionario respondido pelos proprietarios dos
caes: acesso do animal a rua (TABELA 3), contato com roedores
(TABELA 4) e com residéncia nao a rede publica de esgoto (TABELA 5).
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TABELA 3 - Distribuicao do resultado sorolégico antileptospirico dos caes
amostrados, em relagdo ao acesso do animal a rua ou nao,
segundo informagdes dos seus donos, na area territorial

urbana de Botucatu, Sao Paulo, Brasil, 2001

Caes Reagentes Nao Reagentes Total
Temacessoara 93 (22,14%) 327 (77,86%) 420 (42,00%)
N&o tem acessoarua 86 (14,83%) 494 (85,17%) 580 (58,00%)
179 (17,90%) 821 (82,10%) 1.000 (100,00%)

Dos 420 caes que tém acesso a rua, 93 (22,14%) foram
reagentes e apresentaram, estatisticamente, diferenga significativa

(p<0,05) em relagao aos caes reagentes que nao tém acesso a rua.

TABELA 4 - Distribuicdo do resultado sorolégico antileptospirico dos caes
amostrados, em relagdo ao contato com roedores ou nao,
segundo informagbes dos seus donos, na area territorial

urbana de Botucatu, Sao Paulo, Brasil, 2001

Caes Reagentes Nao Reagentes Total
Tem contato com 72 (23,68%) 232 (76,32%) 304(30,40%)
roedores
N&o tem contato com 107 (15,50%) 589 (84,50%) 696 (69,60%)
roedores

179 (17,90%) 821(82,10%) 1.000 (100,00%)

Dos 304 animais que tém contato com roedores, 72
(23,68%) foram reagentes e mostraram-se significativos estatisticamente

(p<0,05) em relagdo aos caes reagentes que nao tiveram contato com
roedores.
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TABELA 5 - Distribuicdo do resultado sorolégico antileptospirico dos caes
amostrados, de acordo com residéncia ligada a rede publica
de esgoto ou ndo, segundo informagdes dos seus donos, na

area territorial urbana de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, 2001

Caes Reagentes Nao Reagentes Total
Residéncia ligada a 173 (18,10%) 783 (81,90%) 956 (95,60%)
rede publica de
esgoto
Residéncia nao 6 (13,63%) 38 (86,37%) 44 (4,40%)
ligada a rede publica
de esgoto

179 (17,90) 821 (82,10%) 1.000 (100,00%)

Estatisticamente, os caes reagentes e que vivem em
residéncias ligadas a rede publica de esgoto (18,10%) foram os mais
reativos, porém, ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05), em
relagdo aos cades também reagentes que vivem em residéncias que nao

sdo ligadas a rede publica de esgoto (13,63%).

Os 20 postos de vacinacgao trabalhados foram numerados
de 1 a 20 (FIGURA 1). O numero de caes submetidos ao exame de
soroaglutinagdo em cada posto, a localizagdo do posto e o respectivo

numero de reagentes estao representados na TABELA 6 .
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FIGURA 1 - Mapa da area territorial urbana de Botucatu-SP, com

colheitas

demarcacao dos vinte postos onde se realizaram as
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TABELA 6 — Distribuicdo do resultado da soroaglutinacdo microscopica
(SAM) antileptospirica em cées, em 20 postos de colheita,

na area territorial urbana de Botucatu, Sao Paulo, Brasil,

2001
Leptospira spp.

Posto Reagente (%) Nao Reagente (%) Total (%)
P1x * Vila Sdo Luis 19(44,19%) F= 24.(55,81%) 43 (4,30%)
P2 JardmSZoVicente  15(34,88%) EF 28 (65,12%) 43 (4,30%)
P3 COHABH 16 (31,37%) DE 35(68,63%) 51(5,10%)
P4 Jardim Continental  15(31,25%) DE 33(68,75%) 48 (4,80%)
P5  Jardim Peabiru 13(26,00%) CDE 37 (74,00%) 50 (5,00%)
P6 Via Antarica 13(19,70%) BCD 53 (80,30%) 66 (6,60%)
P7 Vila Assuncéo 11(18,33%) BC 49 (81,67%) 60 (6,00%)
P8 Vila Operara 9 (18,00%) B 41 (82,00%) 50 (5,00%)
P9 ViadoslLawradores 7 (17,07%) AB 34 (82,93%) 41 (4,10%)
P10 Parque Margjoara 8 (16,00%) AB 42 (84,00%) 50 (5,00%)
P11 JardmMonteMor 8 (1569%) AB 43(84,31%) 51(5,10%)
P12 Centro 5 (13,89%) AB 31(86,11%) 36 (3,60%)
P13 Via Santa Teresinha 7 (13,21%) AB 46 (86,79%) 53(5,30%)
P14 ViaReal 7 (1273%) AB 48 (87,27%) 55(5,50%)
P15 Lageado 5 (10,00%) AB 45 (90,00%) 50 (5,00%)
P16 Rubio Junior 5 (980%) AB 46 (90,20%) 51(5,10%)
P17 Vila Sénia 5 (980%) AB 46 (90,20%) 51(5,10%)
P18 ViaMaria 4 (8,00%) AB 46 (92,00%) 50 (5,00%)
P19 Parque24deMaio 4 (7,84%) AB 47 (92,16%) 51(5,10%)
P20 COHAB-V 3 (6,00%) A 47 (94,00%) 50 (5,00%)

179 (17,90%) 821(82,10%) 1.000 (100,00%)

* As letras expressas apos os indices dos reagentes de cada posto demonstraram se ha
ou nao diferenca estatistica entre os postos, em relagao a positividade. Os postos que
apresentam pelo menos uma letra em comum ndo revelam diferenga estatistica
significante (p>0,05), j& os que ndo apresentam nenhuma letra em comum sao
considerados estatisticamente diferentes (p<0,05).

* * Postos onde foram realizadas as colheitas de sangue.
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Os postos apresentaram desde 6,00% até 44,19% de

positividade. Os resultados revelam que houve diferenca estatistica em

relagao a positividade entre os postos.

Com relacao a vacinagao contra

leptospirose dos caes

amostrados, a TABELA 7 mostra o numero de caes vacinados que

apresentaram soropositividade, bem como para quais sorovares, €

indicando também o periodo da aplicagao da vacina.

TABELA 7 - Dinamica soroldgica antileptospirica em cées vacinados, de

acordo com o periodo da vacinacado contra a leptospirose,

segundo informantes, na area territorial urbana de Botucatu,
Sao Paulo, Brasil, 2001

Periodo N°. caes Sorovar (titulo) Total (%)
1 tellonis (1:100
Ha 6 meses castellonis (1:100) 2 (1,92%)
1 pyrogenes (1:100)
Ha 5 meses 1 castellonis (1:100) 1 (0,96%)
Ha 3 meses 1 canicola (1:200), pyrogenes (1:200) 1(0,96%)
icterohaemorrhagiae (1:100)
A 1 autumnalis (1:800) .
gosto 1 castellonis (1:100) 2 (1,92%)
1 autumnalis (1:200)
S:rigentes 1 castellonis (1:100)
informacao 1 castellonis (1:100), canicola (1:100), 4 (3,85%)
exata do més pyrogenes (1:100)
1 panama (1:100)
Nao reagentes 94 } 94(90,39%)
104 - 104(100,00%)
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Em 2001, dos cdes amostrados, 104 foram vacinados
contra leptospirose e somente 10 foram reagentes. Dos animais
reagentes, trés estavam dentro do periodo de trés meses que
antecederam a colheita de sangue, dentre os quais, somente um
apresentou reagdes para os sorovares existentes na vacina, canicola e

icterohaemorrhagiae.

Foram observados casos de coaglutinagdo em que mais
de uma variante sorolégica apresentou titulagdo para uma mesma
amostra de sangue. A fim de identificar o mais provavel sorovar
infectante, considerou-se a positividade de um soro para o sorovar em

que se observou maior titulagdo (TABELA 8).
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TABELA 8 - Distribuicao dos titulos antileptospiricos maximos em caes,
frente a 24 sorovares testados, na area territorial urbana de
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, 2001

Titulos de anticorpos (Ul)
Sorovar 1100 1200 1400 1800 1:1600 1:3200 1:6400 Total(%)
castellonis 8 8 12 9 2 - - 39(28,68%)
autumnalis 9 6 4 6 1 - - 26(19,12%)
pyrogenes 4 4 6 6 3 1 - 24.(17,65%)
icterohaemonhagiae 9 1 4 1 - - - 15(11,03%)
canicola 2 3 2 1 - 2 3 13 (9,96%)
australis 2 1 2 1 - - - 6(4,41%)
shemani - - - - - 3 2 5(3,68%)
copenhageni - - 2 - - - - 2(147%)
grippotyphosa 1 - - - - 1 - 2(1,47%)
brasiliensis 1 - - - - - - 1(0,73%)
butembo - 1 - - - - - 1(0,73%)
panama 1 - - - - - - 1(0,73%)
wolff - 1 - - - - - 1(0,73%)

37 25 32 A 6 7 5 136 (100,00%)

O sorovar castellonis foi 0 que apresentou maior numero
de reagdes (39), seguido pelos sorovares autumnalis (26), pyrogenes
(24), icterohaemorrhagiae (15), canicola (13), australis (6), shermani (5),
grippotyphosa e copenhageni com duas reagbes para cada um e
butembo, brasiliensis, panama e wolffi com uma reagdo para cada

sorovar. Os sorovares whitcombi do sorogrupo Celledoni e o sorovar
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cynopteri do sorogrupo Cynopteri ndo reagiram para nenhuma das

amostras.

Em algumas situagdes, os casos de coaglutinagcbes
apresentaram titulos maximos idénticos para dois ou mais sorovares.
Nesses casos, as coaglutinagdes foram apresentadas separadamente,
uma vez que nao foi possivel estabelecer o sorovar infectante mais
provavel (TABELA 9).
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TABELA 9 - Distribuicdo dos titulos maximos de coaglutinagdes

antileptospiricas em caes,

ocorridas na prova de

soroaglutinagdo microscopica (SAM), na area territorial

urbana de Botucatu, Sao Paulo, Brasil, 2001

Titulos de anticorpos (Ul)
Sorovar Total (%)
1100 1200 1400 1800 11600 13200 16400 1:12800
castellonis/canicola 3 5 5 1 - 1 2 - 17 (39,54%)
canicola/pyrogenes 1 1 2 2 - - - - 6 (13,96%)
castellonis/pyrogenes - - - 2 1 - - - 3(6,98%)
castellonis/canicola/ 1 - - - 1 - - - 2(4,65%)
pyrogenes
castellonis/ 1 1 - - - - - - 2(4,65%)
icterohaemorhagiae
canicola/ 1 - - 1 - - - - 2(4,65%)
icterohaemorrhagiae
Icterohaemonhagiae/ 2 - - - - - - - 2(4,65%)
pyrogenes
australis/shermani - - - 1 - - - - 2(4,65%)
australis/castellonis/ 1 - - - - - - - 1(2,33%)
canicola/pyrogenes/
icterohaemonhagiae/
shermani
australishebdomadis/ - 1 - - - - - - 1(2,33%)
copenhageni
autumnalis/grippotyphosa. - 1 - - - - - - 1(2,33%)
autumnalishebdomadis 1 - - - - - - - 1(2,33%)
autumnalis/ - - 1 - - - - 1 1(2,33%)
icterohaemorrhagiae
castellonis/canicola/ - - - - - - - - 1(2,33%)
copenhageni
castellonis/canicola/ - - 9 1 - - 2 - 1(2,33%)
hardjo
Total 1 9 9 8 2 1 2 1 43 (100,00%)
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As coaglutinagbes com titulos menores e que , portanto,
nao foram consideradas como o provavel sorovar infectante, estdo
representadas na TABELA 10.

TABELA 10 - Distribuicao de todas reagdes com titulos antileptospiricos
menores ocorridos em caes, frente a 24 sorovares

testados, na area territorial urbana de Botucatu, Sdo Paulo,

Brasil, 2001

Sorovar Titulos de antioorpos (U Total(%)
1100 1200 1400 1:800 11600 1:3200

icterohaemonhagiae 17 12 3 3 - - 35(2047%)
canicola 7 10 8 3 - - 28(16,37%)
pyrogenes 1 5 2 1 - 21(12,28%)
copenhageni 7 10 2 - - - 19(11,11%)
castellonis 1 5 7 3 - 1 17 (994%)
australis 3 3 - 1 1 1 9(5,26%)
shemani 1 3 2 - 1 2 9(5,26%)
grippotyphosa 2 4 - - - - 6(3,51%)
hebdomadis 4 1 - - 1 - 6(3,51%)
djasiman 3 1 - - - 5(292%)
autumnalis - 2 - - 1 - 3(1,75%)
panama 3 - - - - - 3(1,75%)
pomona 3 - - - - - 3(1,75%)
javanica 1 1 - - - - 2(1,17%)
wolffi 1 1 - - - - 2(1,17%)
bratislava 1 - - - - - 1(0,58%)
sentot 1 - - - - - 1(0,58%)
hardjo - 1 - - - - 1(0,58%)
butembo - - - - - - -
bataviae - - - - - - -
brasiiensis - - - - - - -
whitcombi - - - - - - -
cynopten - - - - - -
tarassovi - - - - - -

66 99 25 11 6 4 171 (100,00%)
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Do total de amostras analisadas, 179 mostraram-se
reativas, com titulo minimo de 1:100, o que corresponde a 17,9% dos
animais testado - p<0,0001 - (TABELA 2), revelando frequéncia média em
relagdo a outros estudos realizados em varias localidades do Brasil e do
mundo. Veronesi et al. (1956), na cidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil
e Santa Rosa et al. (1974), na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, encontraram taxas de positividade bem menores, 9,6% e 5,9%,
respectivamente, mesmo considerando como reagentes aqueles com
titulo igual ou superior a 1:200. Santa Rosa et al. (1969-1970), em um
estudo no Instituto Biolégico de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil, durante
nove anos, encontraram 14% de animais reagentes, com titulo igual ou
superior a 1:200. Mascolli et al. (2002), em um estudo similar a este, no
municipio de Santana de Parnaiba, Sdo Paulo, Brasil encontraram 15%
de positividade e utilizaram em sua bateria de 24 antigenos duas

variantes sorologicas saprofitas.

Ainda conforme a Tabela 2, taxas de prevaléncia dentro
do intervalo de confianca de positividade do presente estudo
(15,52<reagentes<20,28) foram observadas por Alves et al. (2000), no
municipio de Patos, Paraiba, Brasil, com 20% de animais reagentes e por
Lilenbaum et al. (2000), no municipio amazénico de Oriximina, Para,
Brasil, com 18,4% de caes soropositivos. Em ambos estudos, utilizaram-
se baterias de antigenos com 24 sorovares, porém, com duas variantes

saprofitas, diferindo-se, dessa forma, do presente trabalho .

Incidéncias mais altas foram encontradas por Caldas et al.
(1977), na cidade de Salvador, Bahia, Brasil, com 21,62% de positividade,

por Yasuda et al. (1980b), na cidade de Sdo Paulo, S&do Paulo, Brasil,
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com 21,57% de reagentes e por Furtado et al. (1997), na cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil, com uma frequéncia de 28,9% de caes
soropositivos para leptospirose. Nos trés casos, foram denominados como
reagentes aqueles soros que apresentaram aglutinagéo na dilui¢gao igual
ou superior a 1:100, porém, com menor numero de sorovares utilizados
para a realizagcdo da prova de soroaglutinagdo microscopica em

comparagao com o presente estudo.

Com relagao a outros paises, verifica-se também uma

grande diversidade de taxas de soroprevaléncia da leptospirose em caes.

Frequéncia bastante baixa foi relatada na area de
Pretdria, Africa, onde somente 1,5% de cdes reagiram contra sorovares
de leptospira em um estudo realizado por Myburgh et al. (1993). Os
autores atribuem esse baixo percentual ao clima quente e seco, que
desfavorecem a manutengdo do agente no meio ambiente, o que difere

do clima na cidade de Botucatu-SP.

Aproximaram-se do resultado de positividade apresentado
neste trabalho, os apresentados na india, por Ratnam et al. (1994) e
Thirunavukkarasu et al. (1995), que observaram indices de 16,3% e
17,19%, respectivamente. Nesses dois estudos foram utilizadas sete
variantes sorolégicas de leptospira, dificultando, dessa forma, a

comparacgao e discussao com os resultados aqui apresentados.

Altas incidéncias foram relatadas por Farrington & Sulzer
(1982), com 62,90% de positividade, em Porto Rico, por Weekes et al.
(1997), com 62,00% em caes abandonados, na india, por Everard et al.
(1979), com 55%, em Trindade e por Pineda et al. (1996), com 38,30%,
no Chile. A positividade no México foi descrita por Flores et al. (1999),
com 38,51% e no Reino Unido, por Van Den Broek et al. (1991), com
23,5% e 27,5%, nas cidade de Edinburgh e Glasgow, respectivamente.

Em todos esse trabalhos citados houve uma diferenga no numero de
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sorovares utilizados na prova de soroaglutinacao e até mesmo na tipo da

amostra em relagao a este estudo.

As pesquisas de levantamento sorologico de titulos de
anticorpos antileptospiricos em caes mostram a grande variabilidade
quanto a frequéncia tanto no Brasil, quanto no exterior. Esses diferentes
resultados em pesquisas semelhantes podem ser explicados pela
variedade de fatores que influenciam no ocorréncia da leptospirose.
Incluem-se entre esses fatores, para exemplificar, o indice pluviométrico,
a temperatura e a presencga de receptaculos naturais de agua, que foram
citados por Szyfres (1976), bem como as condigdes sanitarias e de infra-
estrutura em que esses animais sdo criados (GENOVEZ, 1996). A
diversidade de sorovares utilizados, das caracteristicas amostrais, bem
como das maneiras de interpretacdo do exame laboratorial também
podem, de certa forma, contribuir na diferenca da apresentagcdo dos

resultados, dificultando a comparacéao e a discusséo.

Com relacao aos fatores predisponentes ambientais e de
criacdo, confirmou-se relacdo estatistica de causa e efeito entre a
presenga de roedores (TABELA 3) e o acesso a rua (TABELA 4).
Normalmente, os roedores estdo associados a ocorréncia de casos da
doenca, pois se comportam como portadores permanentes de leptospiras,
contaminando o ambiente, constituindo-se, dessa forma, numa fonte
perene de infecgao tanto para o cdo como para outras espécies, inclusive
o homem (SANTA ROSA et al., 1980).

Os resultados de Furtado et al. (1997) e Mascolli et al.
(2002), diferem dos resultados deste trabalho, com relagédo a presencga de
roedores, mas estes relatam que o fator de risco pode ser considerado
como ndo adequadamente avaliado, devido ao fato de ser completamente

contra o esperado, uma vez que a presenca de ratos esta intimamente
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ligada ao aparecimento da doenga. Relatam, ainda, que os proprietarios,

muitas vezes, ocultam fatos importantes que consideram indesejaveis.

Furtado et al. (1997) também encontraram a associagao
de animais positivos para leptospirose com o acesso a rua, observando
que caes nao confinados teriam 2,61 vezes mais chances de adquirir a
doenga, discordando dos achados de Mascolli et al. (2002), que nao

encontraram diferenca estatistica significativa.

Na questao referente ao destino do esgoto da residéncia
(TABELA 5), era esperado que caes que viviam em residéncias nao
ligadas a rede publica de esgoto teriam mais chances de adquirir a
doencga, devido ao maior contato com agua contaminada proveniente de
fossas e valetas, como foi demonstrado no trabalho realizado por Furtado
et al. (1997). No entanto, no presente estudo, apesar da resposta

esperada, nao foi possivel estabelecer essa relagao.

A distribuigho do resultado da soroaglutinagao
microscopica em vinte postos de colheita, distribuidos homogeneamente
na area territorial urbana do municipio de Botucatu-SP (TABELA 6 ),
revelou indices de positividade de 6,00% até 44,19%. Essas diferencas
podem ser explicadas pelo fato de que certas regides apresentam
condigdes mais favoraveis para a manutengdo do agente no meio
ambiente, ou ainda, que o modo de criacdo dos animais de determinado

local propicia a infecgao de caes por leptospira.

Houve uma preocupacdo quanto a interpretacao errbnea
dos resultados sorologicos, nesta pesquisa, em relacdo a titulo de
anticorpos vacinais. Dessa forma, para sanar a duvida, foi associada ao
inquérito a questao sobre a vacinacdo do animal (TABELA 7). O numero
de cades vacinados contra leptospirose foi de 104 (10,40%) em 2001.
Dentro desse grupo, apenas 10 foram reagentes (0,10%) e destes, 3 caes

(0,03%) estavam dentro do intervalo em que a vacina poderia interferir no
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resultado da prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM). Porém,
somente um céao (0,01%) apresentou reagdes aos sorovares existentes
nas vacinas (canicola e icterohaemorrhagiae). Portanto, o indice de caes

vacinados e reagentes nao prejudicou a interpretagao dos resultados.

Em geral, cdes desenvolvem titulos antileptospiricos entre
1:100 e 1:400 em resposta a vacina contra leptospirose, que normalmente
nao persistem por mais de trés meses. Entretanto alguns caes
desenvolvem altos titulos como o de 1:3.200, depois da vacinacio. Esses

titulos altos podem persistir por até seis meses (BOLIN, 1996).

A distribuigdo dos sorovares (TABELA 8), quando se
desconsiderou a possibilidade de infeccdo por mais de um sorovar em um
mesmo animal, escolhendo-se como infectante o sorovar de maior titulo,
mostra maior importancia para os sorovares castellonis (28,68%),
autumnalis (19,12%), pyrogenes (17,65%), icterohaemorrhagiae (11,03%),
canicola (9,56%), australis (4,41%) e shermani (3,68%).

O sorovar castellonis também foi o que apresentou maior
porcentagem de evidéncias sorolégicas (50%) no estudo realizado por
Flores et al. (1999), na Cidade do México, México. A pesquisa conduzida
por Caldas et al. (1977) também revelou a importédncia do sorovar

castellonis, sendo o terceiro mais frequente no estudo.

E importante ressaltar que Veronesi et al. (1956), Ryu
(1976), Yasuda et al. (1980b), Myburgh et al. (1993) e Dickeson & Love
(1993) sdo exemplos de autores que nao incluiram nas baterias de
antigenos de seus estudos o sorovar castellonis, impossibilitando dessa

maneira o aparecimento de evidéncias soroldgicas para tal sorovar.

O autumnalis teve sua prevaléncia mais relevante que os
sorovares classicamente encontrados. Isso também ocorreu na avaliacao

dos niveis de aglutininas antileptospiras em cédes no municipio de Patos,
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Paraiba, Brasil, realizada por Alves et al. (2000), sendo o sorovar de
maior destaque, com prevaléncia de 34,78% das reacdes. A frequéncia
desse sorovar foi menor no presente estudo em relacdo a pesquisa
citada, porém, os resultados de ambas pesquisas estdo de acordo no

sentido da importancia dele na espécie canina.

O sorovar pyrogenes merece atencdo especial por
aparecer em terceiro lugar,com 17,65% de frequéncia. Foi isolado do rato
d'agua (Nectomys squamipes) no Brasil por Santa Rosa et al. (1980).
PINEDA et al. (1996) relatam a importancia desse sorovar num estudo
realizado no Chile, aparecendo em segundo lugar, ocupando 13,04% do
total das reacbes. Outros estudos também demonstram, em menor
freqUuéncia, sorologicamente, a infeccdo dos caes por esse sorovar de
leptospira, indicando, dessa forma, a presenca desse agente no meio
ambiente (SANTA ROSA et al.,, 1969-1970; SANTA ROSA et al.,1974;
YASUDA et al., 1980; FARRINGTON & SULZER, 1982; MYBURGH et al.,
1993; FURTADO et al., 1997 e ALVES et al., 2000).

Em relacdo aos sorovares icterohaemorrhagiae e
canicola, que sao relatados como os mais associados a espécie canina
(Bolin,1996; Alves et al., 2000), observamos que houve evidéncias
soroldgicas para ambos, porém, desta vez, ndo como 0s sorovares mais
frequentes, ou pelo menos com um deles sendo mais frequente, como
observamos nos achados de Veronesi et al. (1956), Santa Rosa et al.
(1969-1970), Caldas et al. (1977), Yasuda et al.(1980a), Morales et al.
(1990), Van de Broek et al. (1991) e de Furtado et al. (1997). Mesmo n&o
sendo os mais prevalentes neste estudo, continuam sendo de suma
importancia na epidemiologia da doenga, pois estdo presentes nos
resultados da maioria das pesquisas e estdo bastante associados a

leptospirose canina.
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Em casos que ocorreram coaglutinagcbes com titulos
maximos nao foi possivel identificar o sorovar infectante e foram
representadas na tabela 9. Na tabela 10 estdo representadas todas as
reagcdes sorolégicas com titulos menores, que nao foram portanto,
considerados como os provaveis sorovares infectantes. Ambas foram

apresentadas no presente estudo para ndo haver ocultagao de resultados.
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1. A taxa de positividade do exame sorolégico
antileptospirico dos cées, na area territorial urbana de 32km? do municipio
de Botucatu-SP foi de 17,9% (p<0,0001).

2. Os caes que tém acesso a rua foram os mais reagentes
(22,14% - 93/420), com significancia estatistica (p<0,05) em relagdo aos

cées que ndo tem acesso a rua (14,83% - 86/494).

3. Os caes que tém contato com roedores foram os mais
reagentes (23,68% - 72/304), com significancia estatistica (p<0,05) em
relacdo aos caes que nao tém contato com roedores (15,50% - 107/696).

4. Animais reagentes que vivem em residéncias ligadas a
rede publica de esgoto (18,10% - 173/956) ndo demonstrou significancia
estatistica (p>0,05) em relacdo aos animais reagentes que vivem em

residéncias nao ligadas a rede publica de esgoto (13,63% - 6/44).

5. Distribuicdo do resultado da soroaglutinagéo
microscopica (SAM) antileptospirica em caes, em vinte postos de colheita,
na area territorial urbana de Botucatu mostrou que ha associacao de
positividade entre alguns postos, compreendendo postos com 6% a

44.19% de ocorréncia de Leptospira spp.

6. Na dinamica sorolégica antileptospirica em caes
vacinados contra a leptospirose, somente dez dos caes vacinados foram
reagentes, trés estavam dentro do periodo de trés meses que
antecederam a colheita de sangue, dentre os quais, somente um
apresentou reacdes para 0s sorovares existentes na vacina comercial

(canicola e icterohaemorrhagiae).
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7. Dos 24 sorovares testados, a distribuicdo dos titulos
maximos antileptospiricos em cées revelou positividade para os sorovares
castellonis (28,68%), autumnalis (19,12%), pyrogenes (17,65%),
icterohaemorrhagiae (11,03%), canicola (9,56%), australis (4,41%),
shermani (3,68%), grippotyphosa(1,47%) e copenhageni(1,47%) butembo
(0,73%), brasiliensis (0,73%), panama (0,73%), e wolffi (0,73%)
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ANEXO 1 - Meio de Fletcher — Semi- sélido (para 500ml)

1) Adicionar 1,25g de meio Fletcher em 460ml| de agua de
Mili-Q;

2) Autoclavar a 121°C por 15 minutos;

3) Deixar esfriar até 56°C;

4) Adicionar 40ml de soro de coelho previamente filtrado e
inativado a 56°C por 30 minutos;

5) Acrescentar 0,01g de acido nalidixico;

6) Deixar aproximadamente 100 tubos de rosca pequenos
estéreis e 0 meio na capela, sob acao de luz ultravioleta por 1 hora;

7) Passar 5ml do meio para cada tubo de rosca,;

8) Passar uma aliquota do meio para BHI antes e depois
de passa-lo o meio para os 100 tubos, e deixar os tubos em estufa a 37°C

por 24 a 48 horas (controle de esterilidade).

ANEXO 2 - Meio de Ellinghausen (EMJH) - (Albumina bovina “Tween 80”):

Preparar as seguintes solugdes-estoque em agua Mili-Q:

1) Cloreto de Amdnio (NH4CL) 25%: 2,5g em 10ml

2) Sulfato de Zinco (ZnS04.7H20) 0,4%: 0,4g em 100ml

3) Cloreto de Magnésio (MgCl.6H,0) e Cloreto de Calcio
(CaCl.2 H;0) 1,5% 1,59 de cada em 100m|

4) Sulfato Ferroso (FeS0O4.7H20) 0,5%: 0,59 em 100ml -
preparar na hora de acrescentar o suplemento de albumina

5) Piruvato de Sodio 10%: 1g em 10ml
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6) Glicerina 10%: 1ml de glicerina em 9ml de agua
Mili-Q

7) Tween 80 10%: 5ml em 45ml de &gua Mili-Q

8) Tiamina (Vit. B1) 0,5%: 50ul de Monovin B1® em
1000ml de meio

9) Cianocobalamina (Vit. B12) 0,02%: 0,2 ml de Monovin
B12® em 1000 ml de meio

As solucbes-estoque devem ser armazenadas no

refrigerador.
- Meio Base:

Em Erlenmeyer, aferido de 1000 ml, colocar:

1) Fosfato dissddico (Na;HPO,4): 1g

2) Fosfato monopotassico (KH,PO,): 0,39

3) Cloreto de sodio (NaCl): 1g

Dissolver essas substancias em cerca de 900ml de agua
Mili-Q e acrescentar os seguintes volumes das solugdes:

1) Cloreto de amoénio a 25%: 1ml

2) Tiamina: 50pl (0,05 ml)

3) Piruvato de sédio a 10%: 1ml

4) Glicerina a 10%: 1ml

Ajustar o pH em 7,4 com hidréxido de sdodio N/10 e
completar o volume a 1000 ml com agua Mili-Q.

Desprezar 100ml. Esterilizar os 900 ml restantes em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

- Suplemento de albumina:

Dissolver 10g de albumina bovina (fragédo V) em 50 ml de
agua Mili-Q e acrescentar as solugdes-estoque nos seguintes volumes:
1) Cloreto de Calcio/ Cloreto de Magnésio a 1,5%: 1,0ml
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2) Sulfato de Zinco a 0,4%: 1,0ml

3) Sulfato Ferroso a 0,5%: 10,0ml

4) Cianocobalamina: 0,2ml (PURO)

5) “Tween 80” a 10%: 12,5ml

Ajustar o pH em 7,4 e completar o volume a 100ml com
agua Mili-Q.

Esterelizar por filtragcao.

Meio Liquido Completo (EMJH):

e Meio Base estéril: 900ml

e Suplemento de Albumina estéril:  100ml

Distribuir em tubos de rosca em volume de 5 a 10ml.

Realizar prova de esterilidade e viabilidade, utilizando o
caldo BHI (Brain Heart Infuse) antes e apds a passagem do meio para 0s
tubos.

Armazenar em refrigerador.
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