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RESUMO

SILVA, W.B. Inquérito sorolégico, distribuicdo espacial e fatores de risco
para leptospirose canina na area territorial urbana de Botucatu — SP. 2006,
111p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
Botucatu, SP.

A leptospirose € uma zoonose cosmopolita que acomete animais
domésticos, silvestres e roedores. Entre os domésticos, em nivel urbano, no
Brasil, os caes sao as principais fontes de infeccéo para os seres humanos. Em
20 postos distribuidos homogeneamente pela éarea territorial urbana de
Botucatu, SP, foram colhidas 1 000 amostras de sangue de caes. Foi utilizado
para diagnéstico a soroaglutinagcdo microscopica (SAM) com 24 sorovares de
Leptospira spp. Houve 179 soros caninos reagentes. Caes de idade acima de
cinco anos (66/248) foram o0s que apresentaram maior freqliéncia de
sororeagentes, demonstrando diferenga significativa (p<0,05). Os machos
(110/548) apresentaram maior frequéncia de sororeagentes que as fémeas
(69/452) (p<0,05). Caes sem raca definida (127/670) apresentaram maior
frequéncia absoluta que os com raga (52/330), porém nao houve diferenca
significativa (p>0,05). Entre os cées que tiveram contato com outros animais
(cao/gato/bovino/equino) (7/11) houve maior frequéncia de sororeagentes
(p<0,05). Entre os animais que tinham acesso a aguas (23/107) houve maior
freqiéncia de sororeagentes que 0s sem acesso (156/893), contudo néo
ocorreu diferenca significativa (p>0,05). Os cdes com acesso a corrego/lago
(5/13), apresentaram maior freqiiéncia de sororeagentes, porém ndo houve
diferenca significativa (p>0,05). Alimentados com racao/caseira (70/285) foram
mais sororeagentes (p<0,05). A quantidade de caes sororeagentes dos
proprietarios que ndo deixaram alimento e agua durante a noite (65/326) foi
mais elevada (p>0,05). Houve maior freqiéncia de sororeagentes para
leptospirose entre os caes de proprietarios com formacdo de ensino
fundamental (122/627) (p<0,05). Em proprietarios com renda de um a trés
salarios minimos houve maior quantidade de cées sororeagentes (83/411)
(p<0,05). O posto da Vila Sdo Luis apresentou a maior quantidade (44,2%) e o
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de menor foi o da COHAB - V (6,0%). Vinte sorovares soroaglutinaram, com
destaque para: Castellonis (28,68%), Autumnalis (19,12%), Pyrogenes
(17,65%), Icterohaemorrhagiae (11,03%) e Canicola (9,56%). A distribuicdo
espacial apresenta um fraco padrdo de dispersdo, porém ha destaques
significativos de diferenciacdo das respostas. Nao obstante, os resultados
revelaram que os cdes sororeagentes podem ser fator de risco para as familias
gue coabitam com esses animais, assim como sao indicadores de diferentes
sorovares presentes na area. Outrossim, esta variabilidade deve ser

considerada na elaboracéo de vacinas mais apropriadas.

Palavras-chave: Leptospirose; Céaes; Distribuicdo espacial; Grau de

escolaridade; Renda familiar.
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ABSTRACT

SILVA, W.B. Serological inquiry, spatial distribution and risk factors to
canine leptospirosis in urban territorial area of Botucatu — SP. 2006, 111p.
Thesis (Doctor) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry,
Campus of Botucatu, Sdo Paulo State University “Jalio de Mesquita Filho”.
Botucatu, SP.

Leptospirosis is a cosmopolitan zoonosis that affects domestic and wild
animals, and rodents. Among the domestic animals, in urban environment, in
Brazil, dogs are the main source of infection for human beings. In 20 points
distributed homogenously for urban territorial area of Botucatu, SP, 1 000 blood
samples of dogs were collected. Microscopic agglutination test (MAT) was used
to the diagnosis, with 24 serovars of Leptospira spp., there were 179 canine
sera reagents. Dogs with age over than five years (66/248) were those that
presented higher frequency of reagents, demonstrating significative difference
(p<0.05). Male dogs (110/548) presented higher frequency of reagents than
females (69/452) (p<0.05). Dogs without defined breed (127/670) presented
higher absolute frequency than those with breed (52/330), but there was not
significative difference (p>0.05). Among the dogs that had contact with other
animals (dog/cat/bovine/equine) (7/11) there was higher frequency of reagents
(p<0.05). Among the animals that had access to waters (23/107) there was
higher frequency of reagents than those without access (156/893), however did
not occur significative difference (p>0.05). In the dogs with access to
stream/lake (5/13), presented higher frequency of reagents, but there was not
significative difference (p>0.05). Those fed with concentrate/homely food
(70/285) were more reagents (p<0.05). The quantity of dogs reagents from
owners that did not offer food and water during the night (65/326) was higher
(p>0.05). There was higher frequency of reagents to leptospirosis among the
dogs from owners with basic teaching formation (122/627) (p<0.05). In owners
with income of one to three minimum wages there was higher quantity of dogs
reagents (83/411) (p<0.05). Vila Sao Luis point presented higher quantity
(44.2%) and the lower was the one from COHAB — V (6.0%). Twenty serovars
agglutinated, with distinction to: Castellonis (28.68%), Autumnalis (19.12%),
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Pyrogenes (17.65%), Icterohaemorrhagiae (11.03%) and Canicola (9.56%). The
spatial distribution presented a weak dispersion profile, but there are
significative distinctions of differentiation of the responses. Thus, the results
revealed that the reagent dogs can be a risk factor to the families that cohabit
with these animals, as well as they are indicators of different serovars presents
in the area. Furthermore, this variability should be considered in the elaboration
of more appropriated vaccines.

Keywords: Leptospirosis; Dogs; Spatial distribution; Scholarity degree; Familiar

income.
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| - INTRODUQAO

A leptospirose vem consolidando-se cada vez mais, quer como zoonose,
quer como problema de saude publica, em face dos prejuizos dela decorrentes
devido a alta incidéncia e letalidade dos casos, que ocorrem de forma isolada
ou em surtos epidémicos sazonais (BRASIL, 1995).

E uma zoonose de ampla distribuicdo geogréafica e de grande importancia
em cées e em outras espécies de animais domeésticos e silvestres (GREENE et
al., 1998; BHARTI et al., 2003; SILVA et al., 2004).

Em 460a.c. Hipdcrates descreveu a ictericia infecciosa. Em 1800 foi
determinada e diferenciada por Larrey, médico militar francés, que observou no
exeército napolednico no Cairo, Egito, dois casos em humanos. Hofer, no ano de
1850, foi quem primeiro relatou casos de cdes com essa doenca. Weil em
1886, na alemanha, descreveu humanos com sinais clinicos caracteristicos de
leptospirose. Em 1898, Klett constatou uma epizootia canina e denominou
como doenga de Sttutgart. Stimson nos EUA, em 1907, estudando cortes de
rins de pacientes, verificou a presenca do agente e o denominou Spirochaeta
interrogans. Em 1918, na Alemanha, Uhlenhuth e Fromm descobriram que o
agente da ictericia infecciosa canina era um espiroqueta. No Brasil, os
primeiros a estudarem esta doenga em cédes foram Dacorso Filho em 1940 e
Azevedo & Santos em 1945 (CORREA & CORREA, 1992; HORSCH, 1999;
ENRIETTI, 2001).

As leptospiras sdo eliminadas do organismo animal pela urina,
contaminando o meio ambiente. Os verdadeiros reservatérios das bactérias
sdo o0s proprios animais, que tém uma leptospirdria prolongada e geralmente
nao apresentam sinais clinicos da doenca. As condicdes do meio ambiente sao
importantes para a sobrevivéncia do agente causal, visto que requerem um
ambiente umido, com pH neutro ou ligeiramente alcalino e uma temperatura
favoravel (ACHA & SZYFRES, 2003), como os encontrados especialmente nas
regides tropicais, onde a leptospirose apresenta-se de forma endémica
(GONSALEZ et al., 1998).

A infeccdo do homem e dos animais pode se estabelecer direta ou

indiretamente, mediante abrasfes na pele e das mucosas oral, nasal e
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conjuntiva. A via mais comum € a indireta, por meio de agua, solo e alimentos
contaminados pela urina de animais infectados (ACHA & SZYFRES, 2003).

Os fatores de risco associados a infeccdo dependem também de
caracteristicas da organizacao espacial, dos ecossistemas e das condi¢des de
vida e trabalho da populacdo (MURHEKAR et al., 1998). A analise espacial tem
sido aplicada em epidemiologia para auxiliar a compreensao da dinamica das
doencas infecciosas, crbnicas néo-infecciosas ou decorrentes de fatores
ambientais transitérios (MARSHALL, 1991). O cé&o, dentre 0s animais
domeésticos urbanos, é uma das principais fontes da leptospirose humana, pois
vivem em contato direto com o homem (ALVES et al., 2000).

A doenca nos caes apresenta-se de forma aguda, febril, com grave
sintomatologia entérica, hepatica e renal, muitas vezes acompanhada de
hemorragias generalizadas e ictericia, podendo ocorrer sinais encefalicos e
abortamentos (CORREA & CORREA, 1992).

A leptospirose animal representa um ponto de preocupagdo para 0S
profissionais envolvidos com a saude animal e saude publica veterinaria
(BRASIL, 1995).

E uma doenca presente em paises emergentes, sendo justificaveis
trabalhos epidemiolégicos em busca da sua dinamica, para que sejam
utilizadas medidas profilaticas e de controle.
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Il - Revis&o pe LiTErATURA

A leptospirose é uma doenga infecto-contagiosa aguda, zoondtica,
cosmopolita, que acomete varias espécies de animais domeésticos, silvestres e
roedores. Entre os domeésticos, em areas urbanas, 0os cdes assumem o papel
de importantes fontes de infeccdo para os seres humanos (CORREA &
CORREA, 1992; FAINE et al., 1999; MICHEL et al., 2002; SARKAR et al.,
2002; ASLANTAS et al., 2005; LILENBAUM et al., 2005; LOPES et al., 2005).

A leptospirose tem como sinonimias Febre dos Arrozais, Febre de
Andamana, Febre de Fort Bragg, Febre dos Nadadores, Febre dos Pantanos,
Febre dos Chiqueiros, Febre de Outono, Febre dos Sete Dias, Ictericia
Infecciosa, Doenca de Weil e Doenca de Stuttgart ou Tifo Canino (CARTER,
1988; AIELLO & MAYS, 2001; CORREA & CORREA, 1992; SALLES &
LILENBAUM, 2000; LOMAR et al., 2002).

A leptospira, agente etioldégico da leptospirose, pertence a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género Leptospira e divide-se em 12
genomespécies distintas, L. alexanderi, L. biflexa, L. borgpetersenii, L. fainei, L.
inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L.
meyeri e L. wolbachii, com mais de 250 sorovares (LETOCART et al., 1997,
PEROLAT et al., 1998; BRENNER et al., 1999; QUINN et al., 2005, MERIEN et
al., 2005). Sdo microrganismos aerobios obrigatorios, helicoidais, flexiveis e
moveis, medindo usualmente de 6 a 20 um de comprimento e de 0,1 a 0,2 um
de diametro. Apresentam as extremidades dobradas ou em forma de gancho e
sdo constituidos por um corpo citoplasmatico e um axdstilo ou filamento axial
enrolados em espiral, sendo ambos envolvidos por uma membrana
denominada envelope ou membrana envolvente. O citoplasma, por sua vez, é
envolvido por uma membrana citoplasméatica e uma camada de peptidoglicano,
formando um complexo (complexo membrana citoplasmatica-peptidoglicano).
Na verdade, o axostilo é constituido por dois flagelos periplasmaticos
localizados entre a membrana envolvente e o corpo citoplasmatico, cabendo
aguela organela a motilidade da leptospira.

As leptospiras sdo cultivAveis em meios artificiais, sendo os mais
empregados os meios de Fletcher, Stuart ou o de EMJH (Ellinghausen-
McCullough-Jonhson-Harris). Crescem bem a um pH de 7,2 - 7,8, numa
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temperatura 6tima de 28 - 30° C, necessitando de um tempo variavel de
incubacdo de alguns dias a algumas semanas, geralmente quatro semanas
(CORREA & CORREA, 1992; GREENE et al., 1998; HORSCH, 1999; LOMAR
et al., 2002; QUINN et al., 2005). Também podem ser isoladas por inoculagéao
de material asséptico em hamsters e cobaias (LOMAR et al., 2002). A
sobrevivéncia do microrganismo no ambiente depende muito das variacdes das
condi¢des do solo e da 4gua da regido contaminada. A bactéria é sensivel ao
ressecamento, sendo inibida em pH inferior a seis ou superior a oito.
Temperaturas ambientais inferiores (7°C a 10°C) ou superiores (34°C a 36°C)
prejudicam a sobrevivéncia do microrganismo e séo facilmente inativadas por
desinfetantes.

A umidade e agua presentes no solo séo os fatores mais importantes para
a permanéncia e persisténcia do agente, ha registros de sobrevivéncia por até
183 dias em solo saturado com agua, mas sobrevive apenas 30 minutos
guando o solo esta seco ao ar. A sobrevivéncia é maior em agua parada que
em agua corrente. Entretanto, mesmo assim, existem relatos de sobrevivéncia
do agente em agua corrente por 15 dias (RADOSTITS et al., 2002). Eles tém
curta sobrevivéncia em agua salgada e no leite ndo-diluido, mesmo quando
proveniente de animais doentes (LOMAR et al., 2002).

O grande numero de sorovares existente dificulta os estudos, uma vez
que podem ocorrer variacbes regionais, bem como variagcdes nas espécies
estudadas. Constata-se, ainda, uma predilecdo dos diferentes sorovares por
determinadas  espécies, podendo um hospedeiro ser infectado
simultaneamente por mais de um sorovar (ACHA & SZYFRES, 2003).

Em cées com leptospirose, 0s sorovares mais comumente encontrados
nos exames sorologicos sdo Icterohaemorrhagiae e Canicola, no entanto,
outros sao relatados com menor freqiéncia como: Pomona, Grippotyphosa,
Castellonis, Pyrogenes, Australis, Andamana, Shermani, Cynopteri, Celledoni,
Autumnalis, Australis, Ballum, Javanica, Bratislava, Hardjo, Hardjobovis,
Hebdomadis, Butembo, lllini, Sejroe, Paidjan, Tarassovi, Patoc, Panama, Wolffi,
Brasiliensis, Bataviae e Copenhageni (RYU, 1976; FARRINGTON & SULZER,
1982; VAN DEN BROEK et al., 1991; GREENE et al., 1998; SCANZIANI et al.,
1994; ALVES et al.,, 2000; PRESCOTT et al., 2002; SILVA et al., 2003b;
BATISTA et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2004; BROD et al., 2005).

W.B. Silva — 2006



Revisédo de Literatura 35

As leptospiras podem ser transmitidas pelo contato direto, transmisséo
venérea e placentéria, feridas ou ingestéo de carne infectada. J& a transmissao
indireta ocorre por meio da exposi¢cdo de animais susceptiveis a vegetacao,
solo, alimentos, agua contaminada e fomites (GREENE et al., 1998).

A incidéncia da leptospirose € mais elevada em regides tropicais que nas
temperadas e sua casuistica é mais significativa em estacdes chuvosas
durante as enchentes; é considerada um sério problema de saude publica em
paises em desenvolvimento (TREVEJO et al., 1998; DAHER & NOGUEIRA,
2000; PLANK & DEAN, 2000; BRASIL, 2004; LEVETT, 2004). Em paises
desenvolvidos tem sido identificada como uma zoonose reemergente (KATZ et
al., 2002). Também o componente socio-econémico-cultural, que corresponde
a interferéncias do homem sobre o ecossistema, favorece o aumento de
doencas. Da mesma forma, incluem-se nessa categoria fatores variados como
0s habitos sociais e alimentares, as crencas religiosas e as condi¢des
tecnoldgicas (estruturas sanitarias, natureza do trabalho) (CORTES, 1993).
Indicadores sécioeconémicos de doenca em relacdo a renda e grau de
escolaridade foram bem notados por Gongalves et al. (2002), em Florianopolis,
SC, os quais relataram indices mais elevados de doenca na populacdo de
menor renda e baixo grau de escolaridade.

Desta forma, a leptospirose é considerada uma doenca sécioeconémica
que acomete individuos com profissbes de baixo nivel de remuneracdo e de
escolaridade, que habitam ou trabalham em locais com mas condi¢cdes de
saneamento. As categorias profissionais de maior risco, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento, sdo o0s veterinarios, o0s
trabalhadores de esgotos, os agricultores, os pecuaristas, os laboratoristas, 0s
acougueiros e os de limpeza publica (VASCONCELOS et al., 1992; LANGONI,
1999; BRASIL, 2002; JOHNSON et al., 2004; NAJERA et al., 2005).

A leptospirose pode ocorrer em outras espécies de animais domeésticos
que nao o cao, como constatado por Favero et al. (2002) em varios estados do
Brasil, relatando 0,7% de reagentes em ovinos, de 5,61% em caprinos, de
14,9% em suinos, de 27,94% em equinos e de 43,7% em bubalinos. Entre os
bovinos houve uma variacdo de 25,2% a 62,5% (FAVERO et al.,, 2001).
Langoni et al. (1998) em varios municipios do estado de Sao Paulo e de Foz do

Iguacu, PR, encontraram de 4,5% de gatos reagentes. Alves et al. (2003), ao
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avaliarem titulos de anticorpos contra Leptospira spp. em gatos no municipio
de Patos, PB, com uma colecdo de 24 sorovares, encontraram 12% de
reagentes, os sorovares predominantes foram Autumnalis (39,13%), Pomona
(34,78%), Bratislava e Icterohaemorrhagiae (13,04%).

O céo, pelo seu habito domiciliar, tem sido cada vez mais identificado
como elemento de importancia na transmissdo da leptospirose ao homem
(WEEKES et al., 1997; BROD et al., 2005) e pode ser uma importante fonte de
surtos (LEVETT, 2001). Animais que vivem em areas urbanas, cujas condi¢cées
sanitarias e de infra-estrutura sdo precérias, junto a lixfes, esgotos a céu
aberto, depésitos de materiais descartados, restos alimentares e
promiscuidade com outras espécies animais, apresentam maior risco de
adquirirem a leptospirose (GENOVEZ, 1996). Mesmo sendo imunizados,
podem excretar leptospiras na urina por um longo periodo de tempo. O contato
indireto com agua ou solo contaminado com urina de animais portadores € via
comum de infeccéo para o homem (BHARADWAJ, 2004).

A analise espacial de informacfes ambientais e de salude permite a
identificacdo de variaveis que revelam a estrutura social, econdmica e
ambiental, em que riscos a saude estdo presentes (BARCELLOS & BASTOS,
1996). O padréo de distribuicdo espacial de uma doencga permite inferir sobre
alguns processos como o contégio e sua difusdo em determinada localidade. O
processo de difusdo, por exemplo, implica num padrédo de valores que néao €&
espacialmente aleatoério, sugerindo altas incidéncias proximo a localizacdo de
origem. Quando existem barreiras que impedem a difusdo (como barreiras
fisicas ou s6cioecondmicas), o padrdo espacial também reflete auséncia de
aleatoriedade na forma de areas de baixas taxas. Dessa forma, o primeiro
passo no processo de identificacdo de padrBes espaciais € a comparacao de
valores observados a uma hipétese nula de aleatoriedade espacial. Quando a
aleatoriedade ndo pode ser rejeitada, ha pouco suporte para algumas
hipoteses, como a de difusdo (MESSNER et al., 1999).

A primeira fase da analise espacial consiste no mapeamento da
distribuicdo geogréfica da doenca, o qual poderé sugerir hipéteses para futuras
investigacbes ou como parte de um levantamento epidemiolégico e
monitoramento dos problemas de saude (BAILEY, 2001). Outra fase consiste

no calculo de coeficientes que medem a dependéncia (autocorrelacédo) espacial
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global e local das taxas estudadas. A utilizacdo dessas técnicas justifica-se
pelo fato da inspecdo visual de mapas ser imprecisa na identificacdo de
padroes. A percepcdo humana tende a encontrar padroes mesmo em dados
espacialmente aleatorios (MESSNER et al., 1999).

A infeccdo nos cdes pode variar de assintomatica a quadros clinicos
graves. A leptospirose aguda tem inicio subito com emese, diarréia, anorexia,
hipertermia e depressédo. A forma mais grave é a hemorragica, que se instala
repentinamente e a temperatura permanece geralmente acima de 41° C por
dois a quatro dias, seguida por rigidez e mialgias nos membros posteriores,
hemorragias na cavidade bucal com tendéncia a necroses e faringites. Em uma
etapa posterior, havera gastrenterite hemorragica, hepatite, nefrite aguda,
causando intensa dor abdominal, o que leva o animal a andar pouco e com o
dorso arqueado. As mucosas estardo congestas, principalmente a conjuntiva,
apresentando ictericia, que podera ser estimada ao se observar a esclerética
ou ser tdo intensa que se tornard visivel na mucosa bucal e pele. A urina
apresenta-se de cor amarelo ambar e surgem Ulceras bucais com odor
urémico. Tanto na infeccdo pelo sorovar Canicola como pelo
Icterohaemorrhagiae pode haver ictericia, predominando esse sintoma,
sobretudo na infeccdo por este ultimo sorovar (CORREA & CORREA, 1992;
GRENEE et al., 1998; ACHA & SZYFRES, 2003).

No Brasil, Santa Rosa et al. (1969-1970) no Instituto Biolégico de Sé&o
Paulo, durante nove anos, investigaram a leptospirose em 426 caes. O método
utilizado foi o de soroaglutinagdo microscopica (SAM) com uma colecdo de 17
sorovares de leptospiras: Copenhageni, Canicola, Pomona, Grippotyphosa,
Guidae, Sawajizak, Wolffi, Australis, Bataviae, Brasiliensis, Castellonis,
Panama, Pyrogenes, Javanica, Autumnalis, Butembo e Patoc. Das amostras
analisadas 60/426 (14%) foram reagentes, com titulos que variaram de 200 a
12 800 e nestas o sorovar Icterohaemorrhagiae 45/60 (75%) foi o que mais
prevaleceu. Houve, também, evidéncias sorolégicas para 0s sorovares
Canicola 8/60 (13,33%), Sejroe 2/60 (3,33%), Pomona, Tarassovi, Australis,
Bataviae e Pyrogenes 1/60 (1,66%).

No Hospital Veterinério da Faculdade Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal - FCAVJ/UNESP, Morales et al. (1990) avaliaram a frequéncia da

leptospirose canina durante os anos de 1986 a 90. Foram diagnosticados
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clinicamente e confirmados pela soroaglutinagcdo microscopica 88 casos da
doencga. Os animais com dois a cinco anos de idade representaram mais de
50% dos casos. O numero de casos da doenca em machos foi de 60, enquanto
que em fémeas, 28. O sorovar mais frequente foi o Canicola, em 45 animais. O
segundo mais frequente foi o Icterohaemorrhagiae, com 36 amostras de soros
reagentes, seguido pelos Pomona e Grippotyphosa.

Araljo et al. (2000) analisaram 141 amostras de soro de céaes
domiciliados do municipio de Cananéia, SP, a fim de pesquisar a presenca de
anticorpos contra Leptospira spp. pelo método de SAM, utilizando como
antigenos 12 sorovares. Detectou-se nos soros caninos analisados a
prevaléncia de 45/141 (31,91%) reagentes, em que o sorovar Canicola foi
responsavel por 13/45 (28,89%) dos reagentes. Sugerindo que exista uma
prevaléncia significativa da bactéria nos cédes da cidade, € necessaria uma
campanha de educacdo em saude, elucidando essencialmente as medidas de
controle e prevencgédo para tal enfermidade, principalmente no que diz respeito
ao controle de roedores, a coleta regular de lixo e a vacinacao dos caes.

Modolo et al. (2000) estudaram a soroprevaléncia de titulos de anticorpos
contra Leptospira spp. em 775 cdes do municipio de Botucatu, SP, em
amostras de sangue obtidas dos animais durante a campanha anual de
vacinacao anti-rdbica. Do total de amostras coletadas 449 eram de machos e
326 de fémeas; 564 de animais sem raca definida e 211 puros e as idades
variavam de trés meses a 20 anos. Foi utilizada a técnica de SAM com
antigenos vivos em uma colecao de 12 sorovares, o ponto de corte da triagem
foi a diluicdo de 1:100. Houve 119 (15,4%) amostras reagentes, com maior
freqiéncia para os sorovares Canicola 77/119 (64,7%) e Pyrogenes 60/119
(50,4%), seguidos dos sorovares Icterrohaemorrhagiae 22/119 (18,5%),
Copenhageni 17/119 (14,3%), Autumnalis 14/119 (11,7%), Bratislava 12/119
(10,1%), Pomona 5/119 (4,2%), Australis e Hardjo 4/119 (3,3%), Grippotyphosa
2/119 (1,6%) e Djasiman 1/119 (0,8%). Foi constatado diferenca significativa
em relacdo a raca e sexo, com 100/119 (84%) nos animais sem raca definida e
em 19/119 (16%) nos demais. Quanto ao sexo, em 83/119 (69,75%) de
machos e 36/119 (30,25%) de fémeas. Em relacdo a idade, ndo houve
diferenca significativa, com distribuicdo uniforme nas faixas etarias

estabelecidas.
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No municipio de Oriximina, PA, Lilenbaum et al. (2000) pesquisaram a
presenca de aglutininas antileptospiras em amostras sangtineas de 185 caes,
a fim de identificar o mais provavel sorovar infectante; considerou-se a
positividade de um soro para o sorovar em que houve maior titulo de
aglutinacdo, o ponto de corte foi a titulacdo 100. Como antigenos, foram
utiizadas 11 culturas de leptospiras dos sorovares Australis, Autumnalis,
Bratislava, Castellonis, Bataviae, Canicola, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni, Pomona e Wolffi. Do total de amostras analisadas, 34 (18,4%)
foram reativas e o0s sorovares mais frequentemente encontrados foram
Icterohaemorrhagiae 19/34 (55,9%), Copenhageni 9/34 (26,5%) e Canicola
6/34 (17,6%). Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola estéo
classicamente ligados ao ciclo urbano da leptospirose, uma vez que
apresentam como reservatorios principais o roedor e o proprio cdo. Sua
ocorréncia esta diretamente ligada a fatores ambientais tais como saneamento
bésico, indices pluviométricos e coleta regular de lixo. Estas condigbes estédo
diretamente relacionadas ao crescimento da populacdo de roedores e na
ocorréncia de contato direto ou indireto do homem ou do cdo com a agua
contaminada pela urina desses reservatoérios sinantropicos.

Viegas et al. (2001b), com o intuito de avaliar a frequéncia de anticorpos
contra Leptospira spp. em soros de cédes errantes e identificar as areas de
maiores riscos, colheram amostras sorologicas de 120 caes em varios distritos
sanitarios da cidade de Salvador, BA. Utilizaram como técnica laboratorial a
soroaglutinacdo microscopica com 16 sorovares de leptospiras (Wolffi,
Pyrogenes, Castellonis, Grippotyphosa, Canicola, Autumnalis,
Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Bataviae, Panama, Pomona, Celledoni,
Australis, Javanica, Butembo e Shermani) e consideraram como reagentes 0s
que apresentaram titulo maior ou igual a 100. Houve 102/120 (85%) animais
reagentes. Os sorovares de maior ocorréncia encontrados nos distritos
sanitarios foram Autumnalis 42/102 (41,2%), Canicola 30/102 (29,4%),
Icterohaemorrhagiae 28/102 (27,5%), Australis 17/102 (16,6%), Pyrogenes
15/102 (14;7%), Castellonis e Tarassovi 14/102 (13,7%) cada.

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de leptospirose em cées do
municipio de Ubatuba, SP, Silva et al. (2003a) colheram sangue de 205

animais, e empregaram a técnica de SAM com uma colecdo de 12 sorovares:
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Australis,  Bratislava, = Autumnalis, Canicola, = Cynopteri, = Djasiman,
Grippotyphosa, Pomona, Hardjo, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae e
Pyrogenes. Verificaram ainda a influéncia de algumas variaveis
epidemiolégicas como raca, idade, sexo, ingestdo de comida caseira e acesso
a agua nao-tratada. Os resultados foram 30/205 (14,63%) reagindo para pelo
menos um sorovar com predominio de Pyrogenes 7/30 (23,33%), Autumnalis
6/30 (20%) e Canicola 5/30 (16,67%). Dos 30 soros reagentes, oito (26,67%)
coaglutinaram para dois ou mais sorovares, com titulos variando de 100 a
1 600. Nao houve diferenca significativa para as variaveis epidemiolégicas
analisadas (p>0,05).

Em Curitiba, PR, Champion et al. (2004) analisaram 31 caes reagentes
para Leptospira spp. atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
do Parana, no periodo de janeiro de 2002 a outubro de 2003. Os animais foram
submetidos ao teste de SAM para o0s sorovares Canicola,
Icterrohaemorrhagiae, Copenhageni, Grippotyphosa e Pomona, sendo
considerados reagentes titulos de 50 ou superiores. O sorovar predominante foi
o Copenhageni 19/31 (61%), seguido de Icterohaemorrhagiae 5/31 (16%),
Canicola e Copenhageni 4/31 (13%), Canicola 1/31 (3%) e ainda Canicola,
Copenhageni e Icterohaemorrhagiae 2/31 (6%).

Em 130 cées da cidade de Patos, PB, Batista et al. (2004), investigaram a
leptospirose empregando a SAM com uma colecéo de 22 variantes, encontram
26 (20%) de animais reagindo para pelo menos um sorovar, com predominio
de Autumnalis 8/26 (30,8%), Pomona 7/26 (26,9%), Grippotyphosa e Patoc
4/26 (15,4%), Shermani, Butembo e Hebdomadis 3/26 (11,5%), Tarassovi 2/26
(7,7%), Australis, Cynopteri, Javanica e Icterohaemorrhagiae 1/26 (3,8%) cada.
Dos 39 machos, cinco (12,8%) foram reagentes e das 91 fémeas, 21 (23,1%).
N&o houve diferenga significativa entre a freqiiéncia de animais reatores para a
leptospirose em relagcéo ao sexo.

Batista et al. (2005) em Campina Grande, PB, investigaram a leptospirose
em caes analisando possiveis fatores de risco. Empregaram a técnica de SAM
com uma colegéo de 22 sorovares tendo como ponto de corte a titulagdo 100.
De 285 amostras sorolégicas caninas colhidas durante a campanha de
vacinacdo anti-rabica realizada em 2003, 61 (21,4%) foram sororeagentes. O

sorovar mais frequente foi o Autumnalis 21/61 (34,4%), seguido pelo
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Copenhageni 17/61 (27,9%) e Canicola 6/61 (9,8%). Também foram
encontrados animais reagentes para os sorovares Pyrogenes e Bratislava 5/61
(8,2%), Castellonis e Icterohaemorrhagiae 2/61 (3,3%), Australis, Andamana e
Whitcombi 1/61 (1,6%) cada. A analise dos fatores de risco evidenciou que as
taxas dos caes acima de um ano de idade foram mais elevadas 52/205 (25,4%)
gue os com menos de um ano 9/80 (11,3%). O percentual de sororeagentes a
Leptospira spp. em caes sem racga definida foi maior 57/234 (24,4%) que 0s
com raca 4/51 (7,8%), e as taxas das amostras soroldgicas dos animais que
tiveram contato com acude foram maiores 9/24 (37,5%) que 0s que nao tiveram
contato com acude 52/261 (19,9%). Advertiram sobre a necessidade da
elaboracao de programas de controle da doenga com acdes direcionadas para
0 uso de vacinas homologas especificas, saneamento do meio ambiente e a
educacao em saude.

Com o intuito de saber a ocorréncia de caes errantes soropositivos para
Leptospira spp. em Itapanema, SC, Blazius et al. (2005) colheram sangue de
590 caes, testando pela prova de SAM com 25 antigenos (Australis, Bratislava,
Autumnalis, Andamana, Patoc, Butembo, Ballum, Castellonis, Bataviae,
Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes,
Hardjo, Wolffi, Shermani e Tarassovi). Consideraram reagentes a partir da
titulacdo 100 e constataram que 62 (10,5%) animais foram reagentes, o sorovar
predominante foi o Pyrogenes 26/62 (41,9%), seguido pelo Canicola 20/62
(32,3%), Icterohaemorrhagiae e Copenhageni 18/62 (29,0%), Grippotyphosa
16/62 (25,8%), Butembo e Castellonis 15/62 (24,2%), Pomona 4/62 (6,4%),
Hebdomadis e Ballum 3/62 (4,8%), Shermani e Cynopteri 2/62 (3,2%),
Andamana e Wolffi 1/62 (1,6%) cada. Chamaram a atencéo para o resultado
averiguado, demonstrando a importancia dos caes errantes sororeagentes a
Leptospira spp. naquela cidade, pois podem servir de alerta aos 6rgdos de
saude publica e a populacao.

Em outros paises, como na india, Venkataraman & Nedunchelliyan
(1992), em um surto de leptospirose em cédes na cidade de Madras, colheram
amostras sorologicas de 94 animais. Utilizaram a técnica de soroaglutinacdo
microscopica (SAM) com uma cole¢do de nove sorovares (Autumnalis, Ballum,

Bataviae, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Hebdomadis,
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Pomona e Pyrogenes) e consideraram a titulagcdo positiva a partir de 160.
Foram constatados 20 (21,3%) caes positivos e 0s sorovares predominantes
foram Icterohaemorrhagiae 10/20 (50,0%), Canicola 9/20 (45,0%) e Pomona
1/20 (5,0%). Além disso, caes com menos de um ano de idade foram mais
positivos 7/31 (22,58%) em relacdo aos com mais de um ano 13/63 (20,63%);
0s machos foram 15/62 (24,19%) e as fémeas no total de 5/32 (15,62%).

Rubel et al. (1997) analisaram a soroprevaléncia de leptospirose em uma
amostragem de 223 cades da area suburbana de Buenos Aires, Argentina, e
confirmaram que 127 (57%) animais foram reagentes, dos quais 104 (82%)
coaglutinaram com dois ou mais sorovares; foi utilizada uma colecdo de dez
sorovares pela técnica de SAM e foram considerados como reagentes a partir
da titulacdo 100. Os animais apresentaram reacdes com O0S sorovares:
Pyrogenes 114/127 (89,8%), Canicola 109/127 (85,2%), Icterohaemorrhagiae
41/127 (32,3%), Ballum 16/127 (12,6%), Hebdomadis 15/127 (11,8%), Hardjo
14/127 (11%), Tarassovi 12/127 (9,4%), Grippotyphosa 11/127 (8,7%) e
Pomona 3/127 (2,4%). Por ndo saber exatamente a idade de 14 caes, estes
foram excluidos da variavel faixa etaria e também género; os animais com
idade abaixo de um ano 12/36 (33%) foram significantemente menores que 0s
de idade de um a cinco anos 76/123 (62%) e acima de cinco anos 31/50 (62%);
a quantidade de machos 85/134 (63%) foi superior a de fémeas 34/75 (45%) e
apresentou diferenca significativa (p<0,05). No grupo de animais com acesso a
agua de valas houve maior freqiiéncia de reagente 79/123 (64%) que 0s sem
acesso 8/22 (36%) (p<0,05). O grupo de caes com acesso a lixo 48/73 (66%)
foi significantemente distinto dos sem acesso 77/147 (52%).

Trevejo et al. (1998), na Nicaragua, empregaram a técnica de SAM,
considerando reagentes animais com titulos = 400. Constataram que 29/65
(44,6%) cées foram reagentes para os sorovares Canicola 22/65 (33,8%),
Ballum 20/65 (30,8%), Pyrogenes 12/65 (18,5%), Bratislava 8/65 (12,3%),
Shermani 4/55 (7,3%), Icterohaemorrhagiae 4/65 (6,2%), Hardjobovis 3/65
(4,6%), Australis e Kennewicki com 1/65 (1,5%) cada. Citam que a epidemia de
leptospirose ocorre com freqiiéncia durante as enchentes, quando a agua €
contaminada por urina de animais infectados, particularmente dos caes.

O’Keefe et al. (2002), em levantamento sorolégico sobre Leptospira spp.

em 150 caes da area urbana na Nova Zelandia, utilizaram a técnica de SAM
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com uma colecdo de cinco sorovares: Hardjo, Pomona, Canicola,
Grippotyphosa e Copenhageni, e verificaram que 19/150 (12,7%) dos animais
foram positivos para pelo menos um sorovar com predominancia de:
Copenhageni 16/134 (11,9%), Pomona 2/146 (1,4%) e Hardjo 1/146 (0,7%).

Prescott et al. (2002) relataram a presenca da leptospirose em cédes de
Ontario, Canada. No periodo de 1998 a 2001, examinaram 462 animais,
encontrando 111 (24,02%) suspeitos (titulos de 80 a 160) e 119 (25,76%)
positivos (titulos = 320) para os sorovares Autumnalis, Bratislava, Canicola,
Grippothyphosa, Icterohaemorrhagiae e Pomona. Observaram também a
influéncia da mudanca climética, pois no ano de 2000, com elevacdo da
temperatura e maior pluviosidade, o indice de casos foi maior.

Montes et al. (2002), durante uma campanha de vacinagdo anti-rabica em
cdes realizada anualmente em Guzman, Jalisco, México, colheram amostras
sorologicas de 419 animais e evidenciaram que 95 (22,6%) foram
sororeagentes para a Leptospira interrogans. Os sorovares predominantes
foram Canicola (14), Icterohaemorrhagiae (13), Pyrogenes (11) e Hebdomadis
(dois).

Em Cali, Colbmbia, Rodriguez et al. (2004) examinaram em 197 caes de
rua entre os anos de 2001 e 2003, encontrando 81 (41,1%) animais reagindo
para pelo menos um sorovar. Os sorovares mais frequentes foram
Icterohaemorrhagiae (55,6%), Hardjobovis (54,3%), Gryppotyphosa (45,7%) e
Canicola (38,3%). Nenhum dos animais reagiram com 0s sorovares Pomona,
Hardjoprajitno e Bratislava.

Aslantas et al. (2005) em Ankara, Turquia, encontraram 51/116 (43,96%)
cdes soropositivos para leptospirose, 0s sorovares predominantes foram
Bratislava 33/51 (64,7%), Canicola 11/51 (21,6%), Gryppotyphosa 2/51 (3,9%),
Pomona e Icterohaemorrhagiae 1/51 (1,9%) cada. Nas fémeas 33/67 (49,3%) a
infeccdo foi mais elevada que nos machos 18/49 (36,7%), ndo ocorrendo
diferenca significativa (p>0,05). Mas, a diferenca significativa foi encontrada
entre os grupos de idade (p<0,05), cuja porcentagem dos animais do grupo
abaixo de um ano (16,7%) e acima de cinco anos (22,2%) foi menor do que
entre os de um a cinco anos (51,7%).

Considerando as dificuldades circunstanciais encontradas para o

isolamento do agente etiologico de casos de leptospirose, emprega-se a
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sorologia como a principal prova e a mais freqientemente usada para um
diagnostico aproximado de leptospirose. O teste de soroaglutinagdo
microscopica (SAM) é o teste padrdo de referéncia para o diagnostico
sorologico devido a sua alta sensibilidade e especificidade (COLE et al., 1973;
CUMBERLAND et al., 1999) e é adotado no Brasil como teste de referéncia

para o sorodiagndéstico da leptospirose humana e animal (BRASIL, 1995).
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I I I - OBJETIVOS

1) Apresentar o perfil sorolégico de anticorpos contra Leptospira spp. de
cdes da area territorial urbana de 32 km? de Botucatu, SP.

2) Verificar a existéncia de associacdo de cdes sororeagentes para a
leptospirose com idade, género, raga, contato com outros animais, acesso a
aguas, origem das aguas, tipo de alimentacdo, manutencdo de alimento e/ou
agua durante a noite, grau de escolaridade do proprietario, renda familiar e

postos de colheita.

3) Apresentar a distribuicdo espacial do percentual de caes sororeagentes

para a leptospirose no perimetro urbano de Botucatu, SP.

4) Verificar a distribuicdo preferencial dos sorovares de leptospiras nas
amostras estudadas.
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|V - MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizagdo do municipio de Botucatu, SP

O municipio de Botucatu localiza-se na regido centro-oeste do estado de
Sao Paulo (entre as coordenadas de 22°33' e 23°04’ de Latitude S e 48°14’ e
48°50’ de Longitude W), situando-se a cerca de 805 metros acima do nivel do
mar. Possui uma area territorial de 1 483 km? dos quais 1 329 km?
correspondem & zona rural e 154 km? & zona urbana. Sua populagdo é
estimada em 117 308 habitantes. O clima € subtropical imido, constantemente
umido, e com a existéncia de quatro ou mais meses consecutivos com
temperaturas médias acima de 10° C, sendo a temperatura média do més mais
guente igual ou superior a 22° C. A precipitacao pluviométrica média anual € de
1 250 mm. A vegetacdo original € constituida por mata mesofila semidecidua,
gue hoje foi praticamente substituida por matas secundarias e cerrados
(incluindo os cerraddes) (IBGE, 2000).

4.2. Inquérito para os proprietarios dos caes

Durante a colheita de sangue, foi realizada uma entrevista com o0s
proprietarios para obtencao das seguintes caracteristicas:

Quadro 1 — Inquérito feito aos proprietarios dos caes

Identificacdo do Animal (tubo): Dia: I/ Posto:

Proprietario:

Enderego: Ru_a/Ayenida: . . n° :
Bairro: , Tel: , CEP:

Nome do céo: Idade: __anose _ meses |M F

Raca: SRD
Ultima dose de vacina contra leptospirose: 1999 2000 2001 : Més:
Tem contato com outros animais: Ndao Sim  Quais?

Tem acesso a aguas: Ndao Sim : Chuva Esgoto Corrego Outra:
Alimentagc&do: Comida caseira  Racao Lixo Outra:

Deixa alimento ou agua durante a noite: Nao Sim

Até que série estudou? Sem estudos 1° grau incompleto

1° grau completo 2° grau 3° grau

Renda familia: | 350,00 350,00 - 1 050,00 1 051,00 - 1 750,00

1 751,00 - 5 250,00 T 5 250,00
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4.3. Alocagéo dos animais e dos postos

Durante a 33a. Campanha Anual de Vacinagdo Anti-rabica, em 2001,
coordenada pela Disciplina de Planejamento de Saude Animal e Veterindria
Preventiva, foram colhidas 1 000 amostras de sangue de caes. Para a
determinacdo do tamanho amostral foi considerada a taxa de 10% de erro de
estimacdo, com nivel de 5% de confianga, tendo como plano amostral a técnica
da amostragem estratificada sistemética, em dois estagios (COCHRAN, 1977).
O primeiro estagio foi composto pela determinacdo geografica homogénea dos
postos dentro das cinco regides (estratos) da &rea territorial urbana de 32 km?
do municipio de Botucatu, SP. Este primeiro estagio indicou 20 postos de
vacinagao, representativos do total de 40 postos como sendo as unidades
primdrias para a colheita sangliinea. A abrangéncia de cada posto era, em
média, de 0,8 km?. O segundo estagio refere-se ao procedimento sistematico
de alocacdo do animal dentro da pesquisa, sob a determinacao de que, a partir
do animal selecionado, os dois seguintes seriam descartados. As amostras
representam aproximadamente 6% do total de 16 838 caes vacinados durante

a campanha.

4.4. Colheita de sangue

Procedeu-se a colheita de sangue durante os cinco dias da 33a.
campanha anual de vacinagdo anti-rabica em 2001. Foram colhidos 10 mL de
sangue, em tubo de vidro estéril (vacutainer) de 15 mL, pela punc¢éo das veias
cefalica ou jugular de 1 000 cédes e encaminhados, em seguida, aos
laboratorios das disciplinas de Zoonoses e de Planejamento de Saude Animal e
Veterinaria Preventiva da FMVZ - UNESP/Campus de Botucatu, SP. Nos
laboratérios, foram dessorados e centrifugados, a 1 613 g, durante 10 minutos.
O soro foi acondicionado em microtubos de plastico de 1,5 mL e mantido em
“freezer” a —20° C até o momento da realizagdo da técnica de soroaglutinacdo

microscoépica (SAM).

4.5. Técnica de soroaglutinagdo microscopica (SAM)

A prova de soroaglutinacdo microscoépica foi realizada segundo as normas

do Ministério da Saude (BRASIL, 1995), empregando 24 sorovares de
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Leptospira spp.: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis,
Bataviae, Brasiliensis, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani e Tarassovi,
guardados no laboratério em meio de cultura semi-solido de Fletcher e liquida
de Ellinghausen-McCullough-Jonhson-Harris (EMJH) com albumina bovina
“Tween 80", a 30° C e mantidos por repiques semanais. Previamente a
utilizacdo, os antigenos foram testados para verificar suas concentracoes,
diluindo-se as suspensfes a 1.2 em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) estéril, com pH 7,6. Com auxilio de al¢ca bacteriologica, transferia-se uma
gota de cada diluicdo para lamina retangular de vidro de microscopia tamanho
26 mm X 76 mm, examinando-se, sem laminula, em microscopio de campo
escuro. Considerou-se concentracdo satisfatoria quando a suspenséo
preenchia todo o campo microscépico com fina camada de leptospiras

individualizadas.

/Tubo com meio de
Tubo com meio de Fletcher inoculado
Fletcher ndo < com leptospiras,
inoculado com — aparecendo o anel ou
leptospiras. zona de Dinger.
-

Figura 1 — Meio de cultura de Fletcher
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. ~
T m o0 mel
ubo com o meio Tubo com o

liquido de EMJH meio liquido de

inoculado com >—> ) ! EMJH nio

leptospiras, inoculado com
apresentando leptospiras
turbidez. \_ '
J

Figura 2 — Meio de cultura de EMJH

A prova de soroaglutinacdo microscoépica constituiu-se de duas fases, a

de triagem e a de titulacéo.

4.5.1. Triagem

-Cada amostra de soro foi diluida inicialmente em 1:50 (0,1 mL + 4,9 mL),
em solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril com pH 7,6.

-Os tubos de Wassermann foram marcados com o0 numero de
identificagdo do cdo e o antigeno a ser utilizado.

-Distribuiu-se 50 pL da diluicdo do soro a 1:50 em cada um dos poc¢os da
microplaca de polietileno, com fundo em forma de U.

-Em uma microplaca (controle), distribuiu-se 50 pL de PBS com pH 7,6
em cada um dos po¢os.

-Foram acrescentados nas microplacas, inclusive aos controles, 50 uL da
suspensao antigénica correspondente (nessa etapa, a diluicdo final do soro
passou a ser 1:100).

-Misturou-se por leve agitacdo e deixou-se repousar em estufa com
temperatura a 37° C, durante uma hora.

-Com alca bacteriolégica de aproximadamente 2 mm de diametro,
colocou-se uma gota da mistura de cada po¢o das microplacas, em fileiras,
sobre uma lamina.

-Examinou-se, sem laminula, em microscépio com condensador de campo

escuro a seco, com objetiva 10x e ocular 10 a 15x.
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-Considerou-se o grau de aglutinacdo das leptospiras em uma variacao de
negativo (sem aglutinacdo) até quatro cruzes para cada antigeno testado,
tendo como referéncia o respectivo controle:

A - Negativo: auséncia de aglutinacdo, com numero de leptospiras livres
idénticas ao controle;

B - 1+: presenca de aglutinacdo, com pelo menos 75% de leptospiras
livres em relacéo ao controle;

C - 2+: presenca de aglutinacdo, com pelo menos 50% de leptospiras
livres em relacéo ao controle;

D - 3+: presenca de aglutinagdo, com pelo menos 25% de leptospiras
livres em relacdo ao controle;

E - 4+: presenca de aglutinagcdo, com menos de 25% de leptospiras livres

em relacéo ao controle.

A. negativo B. ndo reagente (1+) C.reagente (2+)

D. reagente (3+) E. reagente (4+)

Figura 3 — Prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM), observacdo de
aglutinagdes (BRASIL, 1995)
Os soros que apresentaram aglutinacéo de leptospiras igual ou superior a
50% (2+, 3+, 4+), em relacdo ao controle, foram entdo separados para a
titulacao.
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4.5.2. Titulagao

-A partir da diluicdo de 1:50 utilizada na prova de triagem, foram
preparadas outras nove diluicbes seriadas de razao dois (diluicbes de 1:100 a
1:25 600).

-A parte, preparou-se, também, um poco para o controle do antigeno.

-Distribuiu-se 50 pL de diluicdo de 1:50 no 1o. poco por fileira; 50 uL de
diluicdo a 1:100 no 20. poco por fileira e assim por diante, até a diluicdo de 1:25
600 (100. poco).

-Nos pocgos destinados ao controle, foram distribuidos 50 pL de PBS com
pH 7,6.

-Acrescentou-se 50 pL do antigeno a cada poc¢o da respectiva fileira e ao
controle. (Nessa etapa, as diluicbes do soro passaram a ser de 1:100 a
1:51 200).

-Foi misturado, incubado e feita a leitura conforme descrito para a prova
de triagem.

-Considerou-se como titulo final de reacdo a reciproca da maior diluicao
ainda capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras em relagéo ao controle.

-O titulo de aglutininas do soro foi expresso pela reciproca da dilui¢ao.

4.6. Analise estatistica

As informacfes obtidas no desenvolvimento do plano amostral foram
armazenadas em banco de dados da planilha EXCEL, e os resultados dos
procedimentos estatisticos apresentados por meio de distribuicbes de
freqUéncias, em tabelas simples ou de dupla entrada, contendo as frequéncias
absolutas e relativas percentuais.

Em relagdo aos procedimentos analiticos foram considerados o teste do
Qui-quadrado e o intervalo de 95% de confianca para a propor¢cado de caes
sororeagentes (STREINER & NORMAN, 1994), e o teste de Goodman para o
estudo da associacdo entre a distribuicdo sorolégica de anticorpos contra
Leptospira spp. em caes e faixa etaria, sexo, raca, contato com outros animais,
acesso a aguas paradas e/ou corregos, forma de acesso a aguas paradas e/ou
corregos, tipo de alimentacdo, manutencao de alimento e agua durante a noite,

grau de escolaridade do proprietario e renda familiar (GOODMAN, 1964).
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Conduta semelhante adotou-se para o estudo da associacdo com o0s postos de
vacinacao.

Para a indicacdo da significAncia do resultado do teste estatistico de
Goodman, foram utilizadas letras minUsculas para indicar as diferencas entre
as proporcdes de ocorréncia. A leitura das letras deve ser interpretada da
seguinte maneira: duas proporgdes seguidas de pelo menos uma mesma letra
nao diferem entre si, no nivel de 5% de significancia. Nas tabelas, as letras
foram colocadas na coluna dos reagentes, pois, como se trata de respostas
dicotdmicas (variavel binomial), as conclusbes em uma das categorias de
respostas se complementa, ao contrario, na outra categoria. Quando nao foi

verificada associacgao significativa (p>0,05), as letras foram desconsideradas.

4.7. Andlise espacial

Foi utilizado o programa CartaLinx (v 1.2) para mapear o perimetro urbano
de Botucatu, SP, e localizar os postos de vacinacao, usando como referéncia a
planta cadastral digitalizada do municipio.

O mapa digital dos postos de vacinacgéao foi importado no programa Geoda
(ANSELIN, 2003). Com as coordenadas desses 20 postos, foram tracados
poligonos de Thiessen, abrangendo todo o perimetro urbano de Botucatu. Esse
novo mapa foi utilizado para as analises espaciais.

Todas as medidas para analise da estrutura espacial do percentual de
cdes sororeagentes (coeficiente | de Moran e indicadores LISA) foram

calculadas por meio do programa Geoda (ANSELIN, 2003).
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V = RESU LTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados dos testes soroldgicos
aplicados ao diagnéstico de leptospirose em 1 000 cdes da éarea territorial

urbana do municipio de Botucatu, SP.

Tabela 1 — Cades da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagdo microscépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo a natureza do resultado. Colheita efetuada
em 2001. Botucatu, 2006

Resultado No. Cées %
Reagente 179 17,9%
Nao-Reagente 821 82,1%
Total 1 000 100%

O resultado do teste estatistico mostrou predominancia significativa
(p<0,0001) de sorologia ndo-reagente. Em relacéo aos resultados reagentes, o
intervalo de confianca da ocorréncia soroldgica de anticorpos contra Leptospira
spp. dos caes amostrados ficou entre os limites de 15,52% a 20,28%.

Os limites do intervalo de confianca, 15,52% a 20,28%, estabelecem que
se outros estudos forem realizados na mesma populacao, espera-se que 95%
desses também permanecam com indices dentro desse intervalo (17,9% *
2,38%).
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Tabela 2 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagdo microscépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo a faixa etdria e a natureza do resultado.
Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Faixa etéria Reagentes N&o-Reagentes Total
3m H1a 18 (8,07%) a 205 (91,93%) 223 (22,3%)
la { 5a 95 (17,96%) b 434 (82,04%) 529 (52,9%)
> 5a 66 (26,61%) C 182 (73,39%) 248 (24,8%)
Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

Os resultados da Tabela 2 mostram associacdo significativa entre faixas
etarias dos cades e respostas sororeagentes a Leptospira spp. Em todas as
faixas etarias houve predominéncia de n&o-reagentes e, nas respostas
reagentes houve diferenca significante (p<0,05) entre todos os periodos de
idade pré-estabelecidos, apontando para o aumento da porcentagem de
reagentes a medida que a idade aumentou.

Tabela 3 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscoépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo 0 sexo e a natureza do resultado. Colheita
efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Sexo Reagentes Nao-Reagentes Total
Macho 110 (20,07%) b 438 (79,93%) 548 (54,8%)
Fémea 69 (15,27%) a 383 (84,73%) 452 (45,2%)

Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

Os resultados permitem concluir que a ocorréncia de soros reagentes nos

cées machos foi significantemente mais elevada que das fémeas (p<0,05).

W.B. Silva — 2006



Resultados 58

Tabela 4 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagdo microscépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo a raga e a natureza do resultado. Colheita
efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Raca Reagentes N&o-Reagentes Total
Com raca 52 (15,76%) 278 (84,24%) 330 (33%)
Sem raca 127 (18,96%) 543 (81,04%) 670 (67%)

Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

N&o houve associacao significativa entre raca e distribuicdo sorologica de
anticorpos (p>0,05). Numericamente, em porcentagem, caes com raca
responderam positivamente abaixo dos sem raca e, conforme j& expressado,

essas diferencas ndo foram significantes.

Tabela 5 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscoépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo a condicdo de manter contato com outros
animais e o respectivo animal. Colheita efetuada em 2001.
Botucatu, 2006

Contato Reagentes N&o-Reagentes Total
Sem 45 (14,15%) a 273 (85,85%) 318 (31,8%)
Céao 110 (18,61%) a 480 (81,39%) 590 (59,0%)
Gato 8 (20,51%) ab 31 (79,49%) 39 (3,9%)

Cao/Gato 9 (21,42%) ab 33 (78,58%) 42 (4,2%)

Outros* 7 (63,6%) b 4 (36,4%) 11 (1,1%)

Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

*Céao/Gato/ Bovino/ Eqino.

Os resultados revelaram associagcdo significativa entre distribuicdo
sorologica de anticorpos e contato com animal. A positividade dos caes sem
contato com outro animal (14,15%) e com contato com outro cao (18,61%) foi

estatisticamente inferior ao resultado da positividade de contato com outros
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animais (63,6%). Quanto aos itens “gato” e “cdo/gato”, a porcentagem de
respostas ficou intermediaria aos valores extremos, ndo mostrando diferenca

significativa em relagéo aos demais itens.

Tabela 6 — Céaes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscoépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo 0 acesso a aguas e a natureza do resultado.
Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Acesso a aguas Reagente N&o-Reagente Total
Sem acesso 156 (17,47%) 737 (82,53%) 893 (89,3%)
Com acesso 23 (21,50%) 84 (78,50%) 107 (10,7%)

Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

N&do se verificou associacdo significativa entre acesso a aguas e

distribuicdo soroldgica de anticorpos (p>0,05).

Tabela 7 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo a origem das &guas e a natureza do
resultado. Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Origem das

Aguas Reagentes Nao-reagentes Total
Chuva 17 (19,32%) 71 (80,68%) 88 (88%)
Esgoto 1 (16,67%) 5 (83,33%) 6 (6%)
Corrego/Lago 5 (38,46%) 8 (61,54%) 13 (13%)
Total 23 (21,50%) 84 (78,50%) 107 (100%)

N&o se verificou associacdo significativa entre a origem da agua em

relacdo a distribuicdo soroldgica de anticorpos (p>0,05).
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Tabela 8 — Cdes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagdo microscépica aplicado ao diagndstico de
leptospirose segundo o tipo de alimentacdo e a natureza do
resultado. Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Alimentacéo Reagente N&o-Reagente Total
Racio 68 (13,53%) a 435 (86,48%) 503 (50,4%)
Caseira 39 (18,57%) ab 171 (81,43%) 210 (21,0%)
Ragado/Caseira 70 (24,56%) b 215 (75,44%) 285 (28,6%)
Total 177 (17,7%) 821 (82,1%) 998 (100%)

O item lixo ndo esta inserido na tabela porque a quantidade de amostras
foi pequena, mas os 2/2 (100%) cées que se alimentavam de lixo foram

sororeagentes.

Caes sororeagentes que foram alimentados somente com racdo nao
apresentaram diferenga significativa (p>0,05) em relacdo aos animais que
foram alimentados somente com comida caseira, mas mostraram em relacao
aos que eram alimentados com racao/caseira (p<0,05). No entanto, os caes
que recebiam somente comida caseira responderam com a mesma

positividade dos alimentados com ragao e racao/caseira (p>0,05).

Tabela 9 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscopica aplicado ao diagnéstico de
leptospirose quando o proprietario deixa ou ndo alimento e agua
durante a noite e a natureza do resultado. Colheita efetuada em
2001. Botucatu, 2006

Alimento e agua

durante a noite Reagente Nao-Reagente Total
N0 Deixa 65 (19,94%) 261 (80,06%) 326 (32,6%)
Deixa 114 (16,91%) 560 (83,09%) 674 (67,4%)
Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa quanto a presenca ou

nao de alimento e dgua durante a noite aos caes sororeagentes (p>0,05).
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Tabela 10 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagcdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose segundo o grau de escolaridade do proprietario e
a natureza do resultado. Colheita efetuada em 2001.
Botucatu, 2006

Grau de escolaridade Reagente N&o-Reagente Total

Sem estudos 0 (0%) a 9 (100%) 9 (0,9%)

Ensino fundamental 122 (19,46%) b 505 (80,54%) 627 (62,7%)

Ensino médio 40 (15,81%) b 213 (84,19%) 253 (25,3%)
Ensino superior 17 (15,32%) b 94 (84,68%) 111 (11,1%)
Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

Os nove cades de proprietarios sem estudos apresentaram resultados
negativos para a sorologia. Fato que se mostrou significativo para indicar
diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo aos proprietdrios com ensino
fundamental, médio e superior de animais sororeagentes, 0s quais nao

diferiram entre si.

Tabela 11 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose segundo a renda familiar e a natureza do
resultado. Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Renda familiar (R$) Reagente Nao-Reagente Total
< 1 salério 11 (18,97%) ab 47 (81,03%) 58 (5,8%)
1 H 3 salérios 83(20,19%) b 328 (79,81%) 411 (41,1%)
3 -| 5 salarios 53 (16,99%) ab 259 (83,01%) 312 (31,2%)
5 15 salarios 30 (16,57%) ab 151 (83,43%) 181 (18,1%)
> 15 salarios 2 (5,26%) a 36 (94,74%) 38 (3,8%)
Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

Houve associacgdo entre renda familiar e distribui¢cdo sorolégica, indicando

diferenca significativa (p<0,05) entre os proprietarios de animais sororeagentes
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gue ganham de um a trés salarios minimos com os que ganham mais de 15
salarios. Em relagdo as outras faixas salariais, ndo se verificou diferenciagéo
nas porcentagens de respostas.

Na Tabela 12, estao representados os 20 postos onde foram realizadas as
colheitas, com suas respectivas distribuicbes de resultados sorolégicos contra
Leptospira spp. em caes da area territorial urbana de Botucatu, SP.

Tabela 12 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagcdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose nos 20 postos de colheita e a natureza do
resultado. Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Leptospira spp.

Posto (indicacdo) Reagente (%0) N&o-Reagente (%) Total (%)
Vila S&o Luis (P1)* 19 (44,2%0) f 24 (55,8%) 43 (4,3%)
Jardim S&o Vicente (P2) 15(34,9%) ef 28 (65,1%) 43 (4,3%)
COHABH (P3) 16 (31,4%) de 35 (68,6%) 51 (5,1%)
Jardim Continental (P4) 15(31,2%) de 33(68,8%) 48 (4,8%)
Jardim Peabiru (P5) 13(26,0%) cde 37 (74,0%) 50 (5,0%)
Vila Antartica (P6) 13(19,7%) bcd 53 (80,3%) 66 (6,6%)
Vila Assuncéo (P7) 11 (18,3%) bc 49 (81,7%) 60 (6,0%)
Vila Operéaria (P8) 9(18,0%) bc 41 (82,0%) 50 (5,0%)
Vila dos Lavradores (P9) 7(17,1%) abc 34 (829%) 41 (4,1%)
Parque Marajoara (P10) 8 (16,0%) abc 42 (84,0%) 50 (5,0%)
Jardim Monte Mor (P11) 8(15,7%) abc 43 (84,3%) 51 (5,1%)
Centro (P12) 5(139%)ab 31(86,1%) 36 (3,6%)
Vila Santa Teresinha (P13) 7(13,2%) ab 46 (86,8%) 53(5,3%)
Vila Real (P14) 7(12,7%)ab 48 (87,3%) 55 (5,5%)
Lageado (P15) 5(10,0%) ab 45 (90,0%) 50 (5,0%)
Rubi&o Janior (P16) 5(9,8%)ab 46 (90,2%) 51 (51%)
Vila Sénia (P17) 5(9,8%)ab 46 (90,2%) 51 (5,1%)
Vila Maria (P18) 4(8,0%) ab 46 (92,0%) 50 (5,0%)
Pargue 24 de Maio (P19) 4(7,8%)ab 47 (92,2%) 51 (5,1%)
COHAB-V (P20) 3(6,0%)a 47 (94,0%) 50 (5,0%)

Total 179 (17,9%) 821 (82,1%) 1 000 (100%)

postos onde foram realizadas as colheitas de sangue.
Os resultados revelam que ha distribuicdo diferenciada da positividade
entre os postos. Desta forma, o P1 (44,2%), o posto com maior ocorréncia, se

equivale ao P2 (34,9%), porém, P1 encontra-se estatisticamente diferente de
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todos os outros postos (p<0,05). O P2 (34,9%), o segundo de maior freqiéncia
de positividade, apresenta resultado de igual valor desde P1 (44,2%) até P5
(26,0%). O P3 (31,4%) associa-se com P2 (34,9%) até P6 (19,7%). O P5
(26,0%) mostra semelhanca de P2 (34,9%) até P11 (15,7%), enquanto P6
(19,7%) associa-se desde P3 (31,4%) até P19 (7,8%). A partir de P9 (17,1%)
até P20 (6,0%), tem-se o grupo de menores ocorréncias, cujos resultados nao
diferem significativamente (p>0,05).

O bairro Vila Sao Luis (44,2%) apresentou a maior porcentagem e a

menor foi no bairro COHAB -V (6,0%).

Figura 4 — Esgotos a céu aberto desembocando dentro do coOrrego que

margeia a Vila Sdo Luis
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Figura 5 — Lixos a revelia nas ruas da Vila Sdo Luis

Figura 6 — Cao urinando no meio ambiente na Vila S&o Luis
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Figura 7 — Mapa da area territorial urbana de Botucatu, SP, com demarcacao
dos 20 postos onde se realizaram as colheitas (as estrelas
representam os postos de vacinacdo onde ndo foram obtidas

amostras)
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Figura 8 — Distribuicao espacial do resultado do levantamento soroldgico
realizado para leptospirose na area territorial urbana de
Botucatu, SP

A Figura 8 mostra a distribuicdo dos cées sororeagentes a Leptospira spp.
no municipio de Botucatu, SP, de acordo com quatro classes de igual intervalo.
Embora o mapa ndo apresente um padrdo espacial identificavel visualmente,
este pode ser melhor definido por meio de analise de autocorrelacdo espacial,

cujos resultados se encontram na Figura 10.
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Figura 9 — Mapa do percentual de cdes sororeagentes a Leptospira spp., em
classes de desvio-padrdo, abaixo (azuis) e acima da média
(laranjas)

A Figura 9 tem por objetivo ilustrar a variagdo do percentual de caes
sororeagentes no municipio, a partir dos valores dos desvios-padrdo de cada
poligono. Observa-se que o poligono formado pelo posto de vacinagéo da Vila
Sao Luis apresenta o maior desvio em relacdo & meédia, podendo sugerir a
presenca de um possivel conglomerado. Trés outros poligonos, Pq. 24 de
Maio, Rubido Jr. e COHAB V, apresentaram valores bem abaixo da média na

periferia da area urbana.
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Coeficiente | de Moran = -0,2402 (p>0,05)
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Ste. Terezinha WV Antarchico

W hAorio
Rubitio Jr. Jd. Cantinental

~ A COHAR Y [ Cg

..

@i@)\ v Sgo Luis

reagentes positivos
o

V. Lenvradores

= Fo. Redl

W Percentual de

Jd. Soo Vicente

Y. Assungho
COHAR |

-2

Jd. Peahiru

-5 -2 -1 ] 1 2 3

Percentual de
reagentes positivos
Figura 10 —Diagrama de dispersdo de Moran: o eixo X refere-se ao
desvio do percentual de reagentes e o eixo y, a defasagem
espacial em relagdo a meédia ponderada. (As linhas
tracejadas em vermelho indicam os limites a partir dos
guais os valores podem se tornar significativos)

O resultado do coeficiente | de Moran para o percentual de caes
reagentes pode ser observado na Figura 10. O valor ndo significativo de |
indica que a soroprevaléncia nao apresenta um padrao de distribuicdo espacial
que envolva toda a area urbana. Portanto, os valores altos ndo se aglutinam
como num processo de difusdo e os poligonos com valores muito acima ou
abaixo da média sdo respostas localizadas do processo de infec¢cdo. Pode-se
deduzir que, na escala abordada, ndo h& autocorrelacéo espacial que interesse
do ponto de vista epidemiolégico.

Embora néo tenha sido observada dependéncia espacial global positiva,
alguns poligonos poderiam apresentar valores discrepantes. Observa-se que,
no diagrama (Figura 10), os pontos referentes aos poligonos Vila Maria e
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COHAB | sdo os mais extremos, fora do envelope formado pelas linhas
tracejadas em vermelho, que indicam a partir de quando os valores sao
significativos a 5% (Figura 11). Embora o poligono da Vila S&o Luis (Figura 9)
esteja distante da média do percentual, encontra-se dentro do envelope,
portanto, ndo constitui um cluster significativo. Observa-se no mapa da Figura 7
que a Vila Sado Luis apresenta-se isolada pela topografia, hidrografia e
presenca de estrada de ferro. Apesar de n&do constituir um conglomerado
espacial devido a ponderacdo da matriz de vizinhanca, a Vila Sédo Luis
representa uma grande preocupacdo do ponto de vista epidemiolégico. A
analise da distribuicdo dos postos dos eventos permitiu a visualizacdo de areas

com intensidades diferentes de fatores de risco.
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Figura 11 — Mapa dos indicadores locais de associacao espacial (LISA)
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Os resultados soroldgicos dos cées vacinados contra leptospirose, e que o
periodo poderia interferir no diagndstico do exame laboratorial, encontra-se na
Tabela 13.

Tabela 13 — Cées da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinacdo microscopica aplicado ao diagnéstico
de leptospirose segundo o periodo da vacinagcdo contra a
leptospirose. Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Periodo N°. cdes Sorovar (titulo) Total (%)

HA 6 meses 1 Castellonis (100) 2 (1,92%)
1 Pyrogenes (100)

H&a 5 meses 1 Castellonis (100) 1 (0,96%)

HA 3 1 Canicola (200), Pyrogenes (200) 1 (0.96%
a4 3 meses ,
Icterohaemorrhagiae (100) ( )

A 1 Autumnalis (800) 0
gosto 1 Castellonis (100) 2 (1,92%)
1 Autumnalis (200)
Reagentes 1 Castellonis (100)
. sem 1 Castellonis (100), Canicola (100), 4 (3,85%%)
mforr(rj]ag:a(z Pyrogenes (100)
exaladomes 1 panama (100)
N&o
Reagentes % ) 94(90,39%)
104 - 104(100%)

Os resultados revelaram que do total de 104 cades vacinados contra
leptospirose, num intervalo de até seis meses antes da colheita de sangue, dez
(9,61%) foram reagentes, dentre esses, somente dois (1,92%) apresentaram
reacdes sorolégicas para 0s sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae
(contidos nas vacinas comerciais).

Durante a prova laboratorial de SAM das amostras sorologicas caninas,
houve casos de coaglutinacbes, ou seja, em que mais de uma variante
soroldgica apresentou titulacdo para uma mesma amostra de soro. A fim de
identificar o mais provavel sorovar infectante, considerou-se a positividade de
um Soro para um sorovar em que se observou a titulacdo mais elevada (Tabela
14).
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Tabela 14 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagcdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose segundo sorovar e o titulo de reagdo. Colheita
efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Sorovar Titulos de anticorpos (UI) Total%s)
100 200 400 800 1600 3200 6400
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%)
Icterohaemorthagiae 9 1 4 1 - - - 15 (11,03%)
Canicola 2 3 2 1 - 2 3 13 (9,56%)
Australis 2 1 2 1 - - - 6 (4,41%)
Shermani - - - - - 3 2 5(3,68%)
Copenhageni - - 2 - - - - 2(1,47%)
Grippotyphosa 1 - - - - 1 - 2 (LATY%)
Brasiliensis 1 - - - - - - 1(0,73%)
Butembo -1 - - - - - 1(0,73%)
Panama 1 - - - - - - 1(0,73%)
Wolff -1 - - - - - 1(0,73%)
Total 37 5 R 24 6 7 5 136 (100%)

N&do constam na tabela os sorovares com ocorréncia de empate na

titulagdo maxima.
Em coaglutinagcbes com titulos maximos e idénticos para dois ou mais

sorovares, esses foram separados, uma vez que néao foi possivel estabelecer o

provavel sorovar infectante (Tabela 15).
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Tabela 15 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagcdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose segundo os titulos maximos de coaglutinacdes.
Colheita efetuada em 2001. Botucatu, 2006

Titulos de anticorpos (UI)
Sorovar Total (%)
100 200 400 800 1600 3200 6400 12800
Castellonis/Canicola 3 5 5 1 - 1 2 - 17 (3954%)
Canicola/Pyrogenes 1 1 2 2 - - - - 6(13.96%)
Castellonis/Pyrogenes - - - 2 1 - - - 3(6.98%)
Castellonis/Canicola/

Pyrogenes r - - - 1 - - - 2 (4,65%)

Castellonis/

Icterohaemonthagiee 1 1 - - - - - - 2(4,65%)

Canicola/

Icterchaemorthagice 1 - - 1 - - - - 2(4,65%)
Icterohaemorrhagiae/

Pyrogenes 2 - - - - - - - 2 (4,65%)
Australis/Shermani - - 1 1 - - - - 2(4,65%)
Australis/Castellonis/

Canicola/Pyrogenes/
Icterohaemonhagiee/  ~ T T T - - - 1(233%)

Shermani

Australis/Hebdomadis/
Copenhageni -1 - - - - - 1(2.33%)

Autumnalis/

Grippotyphosa -1 - - - - - 1(2,33%)

Autumnalis/

Hebdomadis r - - - - - - - 1233%)

Autumnalis/

Icterohaemonhagiae = - - - - - 1 1@233%)
Castellonis/Canicola/
Copenhageni - -1 - - - - 1(233%)
Castellonis/Canicola/
Hardjo - - -1 - - - - 1(233%)
Total 11 9 9 8 2 1 2 1 43(100%)

As reac0Oes sorologicas com titulos mais baixos e que, portanto, ndo foram
consideradas como o provavel sorovar infectante, estdo representadas na
Tabela 16.
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Tabela 16 — Caes da area territorial urbana de Botucatu, SP, submetidos ao
exame de soroaglutinagcdo microscopica aplicado ao diagndstico
de leptospirose segundo os titulos mais baixos. Colheita efetuada
em 2001. Botucatu, 2006

Titulos de anticorpos (Ul)
Sorovar 100 200 400 800 1600 3200 Total(%)
Icterohaemorthagiae 17 12 3 3 - - 35 (20,47%)
Canicola 7 10 8 3 - - 28 (16,37%)
Pyrogenes 11 5 2 1 2 - 21 (12,28%)
Copenhageni 7 10 2 - - - 19 (11,11%)
Castellonis 1 5 7 3 - 1 17 (9,94%)
Australis 3 3 - 1 1 1 9 (5,26%)
Shermani 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 (2,92%)
Autumnalis - 2 - 1 - 3(1,75%)
Panama 3 - - - - - 3(1,75%)
Pomona 3 - - - - - 3(1,75%)
Javanica 1 1 - - - - 2(1,17%)
Wolf 1 1 - - - - 2 (1L17%)
Bratislava 1 - - - - - 1(0,58%)
Sentot 1 - - - - - 1 (0,58%)
Hardjo - 1 - - - - 1 (0,58%)
Butembo - - - - - - -
Bataviae - - - - - - -
Brasiliensis - - - - - - -
Whitcombi - - - - - - -
Cynopteri - - - - - - -
Tarassovi - - - - - - -
Total 66 59 25 11 6 4 171 (100%)
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V| - DlscussAo

Em 20 postos homogeneamente distribuidos na area territorial urbana de
32 km? do municipio de Botucatu, SP, durante a 33a. campanha anual de
vacinacao anti-rabica, a proporcdo de 179/ 1 000 (17,9%) amostras soroldgicas

caninas reagiram para Leptospira spp.

No Brasil, valores mais baixos que o intervalo de confianca (15,52% -
20,28%) estabelecido estatisticamente para os 17,9% foram verificados em
amostras sorologicas caninas por Veronesi et al. (1956) na cidade de S&o
Paulo, SP (9,6%), Santa Rosa et al. (1969/1970) em S&o Paulo, SP (14%),
Santa Rosa et al. (1974) em Belo Horizonte, MG (5,9%), Modolo et al. (2000)
em Botucatu, SP (15,4%), Mascolli et al. (2002) em Santana de Parnaiba, SP
(15%), Silva et al. (2003a) em Ubatuba, SP (14,63%) e Blazius et al. (2005) em
Itapanema, SC (10,5%). Esses valores podem ter sido diferentes dos
apresentados neste estudo devido a quantidade e identidade de sorovares
utilizados nas provas laboratoriais. Aléem disso, o titulo de corte utilizado por
Veronesi et al. (1956), Santa Rosa et al. (1969/1970) e Santa Rosa et al. (1974)
foi de 200, distinto do utilizado neste estudo, 100. Ademais, fatores
topogréficos, clima e estacdo do ano podem interferir nas avaliacfes
epidemiolégicas em estudos a campo (SILVA et al., 2003a).

FreqUéncias semelhantes, ou seja, que se encontram dentro do intervalo
de confianca, foram observadas por Alves et al. (2000) em Patos, PB (20%),
Lilenbaum et al. (2000) em Oriximina, PA (18,4%), Favero et al. (2002) nos
estados de Sao Paulo (17,9%) e Piaui (19,7%), Batista et al. (2004) em cées
errantes do municipio de Patos, PB (20%), apesar de terem sido realizados em
diferentes regides do pais, com presenca de variacbes de temperatura,
umidade, meio ambiente, relevo e em animais errantes e/ou domiciliados de
area urbana.

No que concerne aos percentuais mais elevados de soros de caes
reagentes a Leptospira spp., h& descrices feitas por Caldas et al. (1977) em
Salvador, BA (21,6%); por Yasuda et al. (1980), quando os mesmos, ao
pesquisarem a variagdo sazonal na prevaléncia de leptospirose em cées de rua
da cidade de Séo Paulo, SP, constataram 21,6% de sororeagentes; por
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Furtado et al. (1997) que, ao caracterizarem a prevaléncia e a avaliacao de
fatores de risco a leptospirose canina, no municipio de Pelotas, RS, obtiveram
28,9% de sororeagentes; por Viegas et al. (2001a), ao investigarem 663
hemossoros caninos sobre leptospirose no estado da Bahia, detectaram 294
(44,3%) de reagentes; e em outra pesquisa sorolégica com 120 caes errantes
de varios distritos sanitarios na cidade de Salvador, BA, feita por Viegas et al.
(2001b), obtendo-se 102 (85%) amostras reagentes. Em todas as pesquisas
referidas, cujas taxas sado mais elevadas, averiguou-se que nos exames
laboratoriais foi utilizada uma quantidade menor de sorovares (18, 14, 8, 18 e
18, respectivamente) em comparacdo com a pesquisa aqui realizada. Se
houvesse elevado o numero de antigenos nas respectivas provas laboratoriais,
as taxas poderiam ser ainda mais altas. Os resultados obtidos pelas pesquisas
sobre o quadro soroepidemiologico de leptospirose em cédes em todo o Brasil
nos fornecem dados preocupantes, entretanto, ainda ndo ha um trabalho
efetivo com arrojo para tentar diminuir esta estatistica.

Em trabalhos internacionais sobre leptospirose, também ha relatos de
dados com resultados sorolégicos menores do que os 17,9% encontrados em
amostras de soros dos cdes de Botucatu, SP, pois Myburgh et al. (1993), na
Africa do Sul, constataram que 7/400 (1,5%) soros de cées reagiram para sete
sorovares, a partir do titulo 80. O’Keefe et al. (2002), na Nova Zelandia,
utilizaram cinco sorovares patogénicos em 150 soros de cdes urbanos e
consideraram reagentes a partir da diluicdo 1:100, obtendo 19 (12,66%)
animais reagentes. Ward (2002b) demonstrou em estudo retrospectivo,
referente ao periodo de 1983 e 1998, que o numero de casos de caes
diagnosticados para leptospirose, examinados em 22 hospitais veterinarios dos
Estados Unidos da América e Canada, foi de 340/1 035 366 (0,033%). Os
resultados foram baixos principalmente porque, fatores como clima seco e
temperaturas muito altas ou muito baixas ndo favorecerem o crescimento de
leptospiras, diferente de Botucatu, SP, onde o clima subtropical é favoravel,
com chuvas constantes, propiciando a manutencdo e a multiplicacdo das
leptospiras.

Na India, em resultados soroldgicos de cies realizados por Ratnam et al.
(1994) e Thirunavukkarasu et al. (1995), foram observados 16,3% (16/98) e
17,19% (11/64) de sororeagentes, respectivamente, utilizando-se sete
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sorovares como antigenos nas provas laboratoriais e ficando préximos da taxa
apresentada neste trabalho. Contudo, a quantidade de sorovares utilizado foi
menor que os 24 utilizados no presente trabalho, o que dificulta comparacéo e
discusséo.

Taxas superiores as obtidas no presente trabalho foram referidas por
Rubel et al. (1997) 127/223 (57%) na area suburbana de Buenos Aires,
Argentina; Montes et al. (2002) em Guzman, México, 95/419 (22,6%); Prescott
et al. (2002) em Ontério, Canada, 111/462 (24%) com titulos entre 80 e 160,
considerados suspeitos, e 119/462 (26%), com titulos <320 aceitos como
positivos; Rodriguez et al. (2004) 81/197 (41,1%) dos cées de rua de Cali,
Colbmbia; e Aslantas et al. (2005) em Ankara, Turquia, 51/116 (43,96%).
Provavelmente essas taxas elevadas sejam reflexos de mudancas climaticas
atuais, como precipitacbes pluviométricas elevadas responsaveis por
alagamentos, com contaminacdo da agua e alimentos, condi¢cdes de vida
inadequadas a populacdo humana e, conseqlentemente, aos animais, pois

favorecem a manutencéo e a disseminacao das bactérias.

A distribuicdo soroldgica de anticorpos contra Leptospira spp. nos caes
amostrados segundo a idade (Tabela 2), demonstrou que aqueles com idade
de trés meses a um ano tiveram 18/223 (8,07%) reagentes, 0os acima de um
ano até cinco anos com 95/529 (17,96%) e os acima de cinco anos com
66/218 (26,61%), corroborando os achados de Pineda et al. (1996), no Chile,
em caes com taxas de 21,05%, 43,75% e 55,55%, respectivamente, e Rubel et
al. (1997), na Argentina, com porcentagens de 33%, 62% e 62%,
respectivamente.

Ao exposto, verifica-se que o raio de perambulacdo dos animais mais
novos € mais restrito que o dos adultos (PINEDA et al.,, 1996), além da
atividade sexual ainda n&o ser intensa, bem como de usualmente receberem
mais cuidados. Acredita-se ainda que quanto mais idoso, maior a chance da
aquisicdo de doencas. Entretanto, ha relatos de resultados um pouco
diferenciados, como os de Caldas et al. (1977) em amostras de soros caninos
de Salvador, BA, que apresentaram dados de 14,81%, 26,74% e 10,81%, e
Aslantas et al. (2005) na Turquia, com distribuicdo de 16,7%, 51,7% e 22,22%.
Os valores citados por esses autores foram mais elevados em animais acima
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de um ano até cinco anos, mas mesmo ndao sendo semelhantes aos do
presente trabalho, que foi de forma crescente, ndo podem ser
desconsiderados, ja que a faixa de cdes com porcentagens elevadas é a dos

adultos.

De acordo com os resultados sorologicos referentes ao sexo,
apresentados na Tabela 3, os 110/548 (20,07%) machos foram mais reagentes
que as 69/452 (15,27%) fémeas. Ha pesquisas com taxas diferentes, como em
Patos, PR, Batista et al. (2004), em que os machos foram 5/39 (12,8%) e as
fémeas 21/91 (23,1%) dos sororeagentes. Champion et al. (2004), em 31 cées
com leptospirose atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Parana, em Curitiba, referem que 19/31 (61,3%) eram fémeas. Aslantas et al.
(2005), em Ankara, Turquia, encontraram 33/67 (49,3%) fémeas no total de
soros de animais reagentes para Leptospira spp., contudo ndo relataram o0s
fatores desencadeantes para tornarem as fémeas mais predisponentes.
Outrossim, concordando com as taxas apresentadas no presente estudo,
Venkataraman & Nedunchelliyan (1992), na india, relataram, 15/62 (24,19%)
para os machos e 5/32 (15,62%) para as fémeas. Pineda et al. (1996), no
Chile, encontraram mais machos soropositivos que as fémeas, com 46,15%
comparado a 23,8%. Rubel et al. (1997), na Argentina, detectaram 85/134
(63%) cées machos reagentes e 34/75 (45%) fémeas. Alves et al. (2000) em
Patos, PB, constataram 18/79 (22,78%) caes machos e 5/35 (14,28%) fémeas
reagentes. Essas taxas elevadas em relacdo aos cdes machos séo reflexos do
comportamento, portanto diferem nos individuos de sexos opostos. Como
exemplo, a posicdo do macho adulto durante a miccdo que permite que 0s
pélos do prepdcio tenham contato com superficies eventualmente
contaminadas com leptospiras e, principalmente, o focinho que, ao cheirar
essas mesmas superficies para reconhecimento territorial e regiées urogenitais
de outros caes, pode ser infectado (CALDAS et al., 1977).

No presente trabalho constatou-se que nos cdes sem raca definida
127/670 (18,96%), houve mais reagentes que os de raca 52/330 (15,76%)
(Tabela 4) (p>0,05). Champion et al. (2004), referem que 0sS cédes sem raca
definida, 13/31 (41,9%), foram menos sororeagentes que os de raca definida,
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18/31 (58,31%), contrapondo aos dados trazidos nesta pesquisa, e, por falta
de informagbes referentes aos animais de Curitiba, PR, sobre suas
caracteristicas residenciais, ambientais, contato com outros animais, ndo ha
como confrontar e deduzir o porqué dos cdes de raca terem sido mais
reagentes. Em relacdo a valores descritos por Caldas et al. (1977), em
Salvador, BA, em cées sem raga definida, 77/290 (26,55%), e os de raca,
16/140 (11,43%); por Modolo et al. (2000) em Botucatu, SP, em caes sem raca
definida 100/564 (17,7%) e de raca 19/211 (9%), e por Batista et al. (2005) em
Campina Grande, PB, estes ultimos, observaram em cées sem raca definida
57/285 (24,4%) e de raca 4/51 (7,8%), caracterizam achados coincidentes com
os do presente estudo. Salienta-se que os caes sem raca definida, por terem
mais facilidade de andarem soltos e por mais tempo nas ruas, ficam também
mais expostos ao contato com leptospiras presentes no ambiente, em lixos, em

aguas contaminadas, bem como com outros animais doentes.

Animais domésticos como bovinos, eqiinos, suinos, ovinos, caes e gatos
sdo hospedeiros mantenedores comuns de leptospiras e carreadores para o
meio ambiente (MAILLOUX, 1975; LEVETT, 2001, 2004; BHARADWAJ, 2004),
para outros animais e para o homem. Langoni et al. (1998) examinaram 200
soros de gatos de varios municipios do estado de Sdo Paulo e de Foz do
Iguacu, Parana, encontrando nove (4,5%) reatores para leptospirose.
Shimabukuro et al. (2001) encontraram 142/344 (28,8%) equideos reagentes
para Leptospira spp. oriundos de Jequié e Jacobina, BA. Viegas et al. (2001a)
observaram na Bahia em 97/109 (89%) bovinos, 40/60 (66,7%) equinos,
294/663 (44,3%) caninos e 1/1 (100%) felino, reatores para leptospirose.
Favero et al. (2002) relataram 2 147/5 148 (41,7%) equinos reagentes em
varios estados do Brasil. Alves et al. (2003) encontraram 12/100 (12%) de
gatos reagentes no municipio de Patos, PB. No presente estudo os caes que
tiveram contato com a maior quantidade de espécies de animais (cdo, gato,
bovino, equino), 7/11 (63,6%), apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
(Tabela 5) em relacdo aos de menor contato. A tendéncia de aumento na taxa,
principalmente para outros sorovares que nédo o Canicola, pode ter sido em
relacdo ao contato direto com outras espécies de animais ou quando exposto
ao ambiente contaminado por essas espécies (WARD, 2002b; BATISTA et al.,
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2004). No entanto, em andlises de associa¢cdo realizadas por Rubel et al.
(1997), nédo foram reveladas diferengas significativas quando caracterizaram as
espécies de animais domésticas presentes que tinham contato com os caes
sororeagentes, porém notou-se que 0s soros dos caninos reagentes tiveram
reacoes também para outros sorovares como Pyrogenes, o qual foi o de maior
taxa, Ballum, Hebdomadis, Hardjo, Tarassovi, Grippotyphosa,

Icterohaemorrhagiae e Pomona, que n&o sdo muito comuns nos cées.

Nos cédes com acesso a aguas, houve maior freqtiéncia de sororeagentes,
23/107 (21,5%), que os sem acesso 156/893 (17,47%), todavia, esta diferenca
nao foi significativa (p>0,05) (Tabela 6). JA Rubel et al. (1997) encontraram
diferenca significativa no grupo dos cdes sororeatores que tiveram acesso a
agua parada localizada proxima a sua residéncia, 79/123 (64%), em relacéo
aos animais sem esse tipo de acesso, 8/22 (36%), de fato Jouglard & Brod
(2000), Michel et al. (2002), Trueba et al. (2002) e Najera et al. (2005)
constataram que as fontes de &gua parada ou cérregos foram fatores

determinantes de risco para leptospirose.

A andlise da distribuicdo dos animais sororeatores para Leptospira spp.
segundo a origem das aguas (Tabela 7), indicou maior freqiéncia de reatores
para acesso a corrego/lago, 5/13 (38,46%), seguido por acesso a agua de
chuvas, 17/88 (19,32%), e, posteriormente, acesso a esgotos, 1/6 (16,67%),
contudo, as diferencas absolutas ndo foram significativas (p>0,05). Estes
achados confirmam as descri¢des de Lopes et al. (2005) em Botucatu, SP, que
nao constataram diferenca significativa para a correlagdo com esgoto, contudo
Furtado et al. (1997) em Pelotas, RS, evidenciaram que cées de residéncias
sem rede de esgoto teriam 1,98 vezes mais chances de adquirirem a
leptospirose, provavelmente devido ao contato com agua contaminada
proveniente de fossas ou valetas. Da mesma forma Rubel et al. (1997),
Rodriguez et al. (2004) afirmam que a soropositividade aumenta linearmente
com a presenca transitéria e/ou permanente de valas proximas a residéncia.
Ward (2002a) verificou que, o risco de infeccdo de leptospirose nos caes
aumentam por chuvas torrenciais e inundagOes. Batista et al. (2005) em
Campina Grande, PB, verificaram que a taxa de reagentes a Leptospira spp.
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foi mais elevada para os animais que tiveram contato com acudes 9/24
(37,5%) contra 52/261 (19,9%), entre 0s que nao tiveram contato. Trueba et al.
(2002) ressaltam a possibilidade de sobrevivéncia e multiplicacdo de
leptospiras patégenas no meio ambiente, e afirmam que as aguas correntes e
arroios sdo muito mais perigosas que acumulacfes de agua estética, pois sédo

mais ricas em bactérias ambientais e com maiores concentra¢gdes de sais.

Entre os cées alimentados somente com ragdao houve 68/503 (13,53%)
reagentes para a leptospirose, entre os que recebiam comida caseira 39/210
(18,57%) e com os dois tipos racao/caseira 70/285 (24,56%) (Tabela 8). Os
caes sororeagentes que se alimentavam de lixo ndo constam na tabela, pois
houve apenas dois animais, prejudicando a correlagdo com os demais itens
citados. No item onde ocorreu a taxa mais alta, pressupde-se que poderia ter
existido contaminacdo dos alimentos pela urina de animais infectados
(BRASIL, 1995), visto que, quando houve uma interagdo entre racao/comida
caseira, a taxa de sororeagentes foi maior e apresentou diferenga significativa
(p<0,05) em relacdo ao item racdo. Acredita-se que a racao/comida caseira
tornou-se uma oferta maior de variedades de alimentos para possiveis
roedores que poderiam ter acesso a estes locais. Quanto aos caes
sororeagentes alimentados com lixo, ficou explicito e caracterizado como
poderiam ter se infectado, fortalecendo a hipotese de Rubel et al. (1997) que
encontraram maior frequéncia de reatores entre os cdes que tinham contato
com lixo, 48/73 (66%), contra 77/147 (52%), contudo, esta diferenca ndo foi

significativa.

A analise das propor¢cdes de caes sororeagentes quanto ao aspecto dos
proprietarios deixarem alimentos e agua durante a noite, revelou 65/326
(19,94%) reagentes para 0s que néo deixavam, contra 114/674 (16,91%) para
0s que deixavam, resultados que nao indicaram diferenca significativa (p>0,05)
(Tabela 9). Os resultados percentuais destes dois itens ficaram bem préximos
e relativamente baixos, com uma leve queda para os resultados dos que
deixavam, todavia, ndo se pode descuidar da orientacdo da populacdo quanto
aos procedimentos corretos de armazenamento e disposi¢cdes ideais dos
alimentos e agua para que 0s animais nao se contaminem. Genovez (1996),
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por sua vez, refere que restos alimentares podem favorecer a proliferacdo de

doencas.

Os proprietarios sem estudo ndo tiveram cdo sororeagente para
leptospirose, apresentando diferenca significativa (p<0,05) para 0s que
possuiam ensino fundamental 122/627 (19,46%), médio 40/253 (15,81%) e
superior 17/111 (15,32%) (Tabela 10). Essas taxas diferem dos resultados
obtidos por Johnson et al. (2004) no Peru, onde a prevaléncia de anticorpos
contra Leptospira spp. diminuiu com o aumento do nivel de escolaridade da
populacdo pesquisada. Contudo, 0s nove proprietarios mesmo sem estudos,
foram zelosos e cuidaram bem dos seus animais.

Nas porcentagens restantes dos ensinos fundamental, médio e superior,
nota-se que a proporcdo em que o nivel de escolaridade se elevava, o
percentual de cdes sororeagentes diminuia. A educacdo propriamente dita

deve ter contribuido para acdes preventivas em saude e manejos eficazes.

Na questdo econdomica, os valores obtidos indicaram que quanto mais
altas foram as rendas familiares, menores foram o0s percentuais de caes
sororeagentes para leptospirose, ocorrendo uma diferenca significativa
(p<0,05) entre os proprietarios que ganhavam de um a trés salarios minimos
em relacdo aos que ganhavam acima de 15 (Tabela 11). Gongalves et al.
(2002) referem que nas familias de rendas mais baixas é que se concentra a
maior ocorréncia de doencas, 0 que as coloca como alvo de acles preventivas
e assistenciais prioritarias. No Brasil, 24% da populacdo humana vive com até
US$ 2/dia, ou seja, sao classificados como miseraveis ou pobres (RIO DE
JANEIRO, 2004). Com base nesses dados, em Botucatu, SP, no ano de 2001,
a taxa de pobreza ficou em 5,8% (58/1 000) dos proprietarios, mostrando

renda familiar melhor do que a média brasileira.

Todos os 20 postos da area territorial urbana do municipio de Botucatu,
SP, onde foram feitas as colheitas de sangue, apresentaram sororeagentes a
Leptospira spp., uns com taxas mais baixas, outros bem mais elevadas. De

fato, houve diferencas significativas entre alguns postos (p<0,05). O posto com
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a menor taxa de reatores foi o da COHAB V, 3/50 (6,0%), e 0 de maior o da
Vila Sao Luis, 19/43 (44,2%) (Tabela 12). A observacdo no foco da regido em
questao revelou a presenca de esgotos a céu aberto desembocando em um
corrego que margeia o bairro (Figura 4), lixos a revelia nas ruas (Figura 5),
cdes urinando no meio ambiente (Figura 6), aumentando assim risco de

disseminagé&o de agentes infecciosos.

A despeito de a Vila Sdo Luis ser a area de maior risco no perimetro
urbano, a auséncia de vizinhos espaciais com altas taxas indica que o
problema esté localizado. Além disso, a aplicacdo da andlise espacial neste
estudo demonstrou a importancia do espaco em estudos epidemioldgicos e
programas de vigilancia. Deve-se destacar que, na analise exploratoria
realizada, ndo foram consideradas as co-varidveis como sexo, idade e raca,
que podem ser importantes para a deteccao de agrupamentos locais (SILVA et
al., 2006. Prelo).

A auséncia de um arranjo espacial para soroprevaléncia em Botucatu, SP,
pode ser explicada pela topografia, que dificulta o acesso entre os bairros da
periferia. No entanto, valores mais elevados, como no caso da Vila Sdo Luis e
da COHAB I, devem ser considerados no monitoramento e planejamento das
acbes no controle das zoonoses. Os valores elevados nesses bairros séo
problemas localizados, cujas causas devem ser investigadas. Também
interessante € observar como a soroprevaléncia ndo reproduz a distribuicdo
sécioeconbmica da populacao de Botucatu, jA que esta apresenta indices mais
baixos na periferia.

O mapeamento geografico desse evento foi fundamental para observar
essas caracteristicas, as quais dificiimente seriam percebidas em uma tabela.
Os estudos dessa microlocalizacdo possibilitardo a definicdo de prioridades
para o planejamento de saude, cujas a¢des, na origem do problema, levarao,

por consequéncia, protecdo e qualidade mais eficientes a saude publica.

Para verificar uma possivel interferéncia de titulos vacinais na prova de
soroaglutinagdo microscoépica, estudou-se 104 cédes que haviam sido vacinados
num intervalo de até seis meses antes da colheita de sangue. Desse total, dez
(9,61%) foram reagentes, sendo que apenas dois (1,92%) apresentaram
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reacdes para os sorovares contidos na vacina, Canicola e Icterohaemorrhagiae
(Tabela 13). Bolin (1996) cita que a vacinacdo esti4 associada a titulos na
maioria das vezes abaixo de 300, podendo em alguns casos chegar até a
3 200, ap6s um tempo ocorre o declinio que persiste em média de trés meses,
e em alguns cdes pode permanecer por seis meses. Provavelmente, o uso da
vacina nao interferiu no percentual total de animais reagentes, sugerindo que a

maioria teve contato com os agentes da leptospirose (SILVA et al., 2003c).

O sorovar Castellonis foi o de maior ocorréncia (28,68%) no presente
estudo (Tabela 14), assim como por Flores et al. (1999) em cées errantes na
Cidade do México, com 50% do total das amostras reagentes. Também
apareceu como o terceiro mais importante no trabalho de Caldas et al. (1977)
com 10,29%, em quinto quando foi averiguado por Viegas et al. (2001a) com
6,2%, em sexto no relato de Viegas et al. (2001b) com 13,7% e em sétimo
lugar na pesquisa de Mascolli et al. (2002) com 4,0%, caracterizando com isso
sua presenca nas diferentes localidades. Outros autores, como Furtado et al.
(1997), Alves et al (2000), Jouglard & Brod (2000), Lilenbaum et al. (2000),
Favero et al. (2002) e Batista et al. (2004), também incluiram o sorovar
Castellonis em suas colecbes de antigenos, no entanto ndo encontraram
reacoes. Esse sorovar tem como reservatorio os roedores silvestres
(BARANTON, 1998) e acredita-se que no municipio de Botucatu, SP, por ser
uma cidade longilinea cercada de fazendas, os roedores silvestres possam ter
contato maior com os roedores urbanos, o que facilitaria uma introducéo do
sorovar Castellonis na area urbana.

O sorovar Autumnalis, o segundo mais frequente com 19,12%, foi 0 mais
destacado por Weekes et al. (1997) com 45%, Alves et al. (2000) com 34,78%,
Viegas et al. (2001a) com 33,5%, Viegas et al. (2001b) com 41,2%, Batista et
al. (2004) com 30,8%, e Batista et al. (2005) com 34,4%. O terceiro sorovar
mais frequente no presente estudo, o Pyrogenes (17,65%), também foi referido
por Rubel et al. (1997) como o percentual mais alto (89,8%), Tendrio et al.
(2000) 62,8%, Silva et al. (2003a) 23,3% e Blazius et al. (2005) 41,9% em
amostras de soros caninos errantes de Itapanema, SC, caracterizando, assim,
outros sorovares que surgiram com destaque nos resultados de varias
pesquisas.
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Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola tém sido referidos com
bastante freqiéncia em cdes de todo o mundo. Neste estudo também
apareceram e ficaram em quarto (11,03%) e quinto (9,56%) lugares,
respectivamente. O sorovar Icterohaemorrhagiae foi encontrado em maior
proporcao por Venkataraman & Nedunchelliyan (1992), Lilenbaum et al. (2000)
e Rodriguez et al. (2004), respectivamente com 50%, 55,9% e 55,6%. J& o
Canicola, foi destacado por Furtado et al. (1997), Modolo et al. (2000), Montes
et al. (2002) e Batista et al. (2005) respectivamente, com 37,33%, 64,7%, 35%
e 2,1%. Sao estes dois sorovares que corriqueiramente causam doencas
clinicas nos cdes (CORREA & CORREA, 1992: GRENEE et al., 1998; ACHA &
SZYFRES, 2003).

O sorovar Copenhageni, apesar de aparecer como O oitavo mais
significante nesta pesquisa, nos chama a atencao pela quantidade de citacdes
feitas em sua referéncia com os percentuais mais elevados em caes do estado
de Sé&o Paulo por Favero et al. (2002) com 17,3%, e Mascolli et al. (2002) com
24% no municipio de Santana de Parnaiba, por Champion et al. (2004) com
62% dos caes em Curitiba, PR, e O’Keefe et al. (2002) com 11,9% na Nova
Zelandia. Esta caracteristica de variabilidade dos sorovares, aflorada em
diferentes regides, deve ser considerada na elaboragcdo de vacinas mais

apropriadas contra a leptospirose.

As coaglutinacdes para dois ou mais sorovares foram observadas em
43/179 (24%) dos exames soroldgicos realizados (Tabela 15), ndo sendo
possivel, a indicagdo do provavel sorovar infectante. Também Bolin (1996),
Favero et al. (2002), Mascolli et al. (2002) e Batista et al. (2005) observaram
coaglutinacdes durante os exames soroldgicos laboratoriais e designaram
como um forte indicativo de rea¢Bes cruzadas, sendo considerados, portanto,
apenas o0s resultados com a titulacdo mais elevada como as provaveis

variantes sorologicas.

Ficam também apresentados e descritos todos 0s sorovares com a
titulacdo mais baixa (Tabela 16), ndo se constituindo, porém, como 0s

possiveis infectantes.
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O risco epidemiologico revelado pelas prevaléncias dos sorovares de
Leptospira spp., associado a todas as variaveis trabalhadas com as amostras
soroldgicas caninas, sugere estes animais como indicadores de varios tipos de
sorovares presentes nessa area, apresentando-os como um fator de risco a

saude publica.
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V| | - CONCLUSGES

1) A porcentagem de amostras caninas sororeagentes contra Leptospira
spp. na area territorial urbana de 32 km? de Botucatu, SP, foi de 17,9%.

2) Houve associacdo significativa entre animais sororeagentes para
leptospirose e as variaveis idade, sexo, contato com outros animais, tipo de
alimentacédo, grau de escolaridade, renda familiar e postos de colheita. Em
relacdo a raca, acesso a aguas, origem das aguas e manutencado de alimento e

agua durante a noite ndo houve essa associacao.

3) A distribuicdo espacial do percentual de caes sororeagentes indicou
uma fraca dispersao espacial, ndo-significativa, que ndo pode ser explicada por
um processo sistematico. A maior taxa no posto da Vila Sdo Luis (44,2%),
embora nao represente um agrupamento significativo, deve ser alvo, em

particular, de planejamentos de saude e vigilancia epidemioldgica.

4) Os sorovares de leptospiras predominantes foram: Castellonis 39/136
(26,68%), Autumnalis 26/136 (19,12%), Pyrogenes 24/136 (17,65%),
Icterohaemorrhagiae 15/136 (11,03%), Canicola 13/136 (9,56%), Australis
6/136 (4,41%), Shermani 5/136 (3,68%), Copenhageni e Grippotyphosa 2/136
(1,47%), Brasiliensis, Butembo, Panama e Wolffi 1/136 (0,73%) cada.

CONCLUSC)ES ADICIONAIS

1) Os caes sororeagentes a Leptospira spp, podem se tornar fatores de

risco para as familias que coabitam com esses animais.

2) A variabilidade de sorovares regional deve ser considerada na

elaboracéo de vacinas mais apropriadas contra a leptospirose.
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AN EXOS
ANEXO A

1. Preparo de meios de culturas

1.1. Meio de Fletcher — Semi-sélido (para 500 mL)

1) Adicionar 1,25 g meio de Fletcher em 460 mL de agua Mili-Q.

2) Autoclavar (121° C) por 15 minutos.

3) Deixar esfriar até 56° C.

4) Adicionar 40 mL de soro de coelho previamente filtrado e inativado (a 56° C
por 30 minutos).

5) Acrescentar Acido Nalidixico (0,01 g).

6) Deixar aproximadamente cem tubos de rosca pequenos estéreis e 0 meio
na capela sob acéo da luz ultravioleta, por uma hora.

7) Passar 5 mL do meio para cada tubo de rosca.

8) Passar uma aliquota do meio para o Brain Heart Infusion (BHI) antes e
depois de passar o meio, e deixar os tubos em estufa a 37° C por 24 a 48 horas
(controle de esterilidade).

1.2. Meio de Ellinghausen (EMJH) (Albumina bovina “Tween 80")

Preparar as seguintes solu¢ces-estoque em agua Mili-Q:

1. Cloreto de AMONIO (NHACL)....uuuuuiiiiiieii e 25%.
2. Sulfato de ZIinco (ZNSO4 . TH20)..uuuuiiiiii i 0,4%.
3. Cloreto de Magnésio (MgCl . 6H,0) e

Cloreto de CAlcio (CaCl . 2H20)......cccciuriiiiiiiiiiiieeeeeeee e 1,5%.
4. Sulfato Ferroso (FESO, . TH20) ..o 0,5%.

(Preparar a solucédo na hora de acrescentar ao suplemento de albumina)

5. Piruvato d€ SOUI0.....ccuiiiiiiiiiiiieeeie ettt 10%.
L €] [To =7 ¢ o - SRR 10%.
B. TWEEN B0t eaaaaa 10%.
7. Tiamina (Vitamina Bl)..........uuuuuiuiiiiieei e e e e e e e e eees 0,5%.

W.B. Silva — 2006



Anexos 107

8. Cianocobalamina (Vitamina B12)............ooovvriiiiiiiiiiii e, 0,02%.

As solucdes-estoque devem ser armazenadas no refrigerador.

1.2.1. Meio base

Em Erlenmeyer aferido de 1 000 mL, colocar:

1. Fosfato dissddico (NazHPO,)........cooiiiiiiiiiiiiieeeee e 1,0 g.
2. Fosfato monopotassiCo (KH2POyg).....uuueeiiiiiiiiieeeieei e 0,3 9.
3. Cloreto de SOAIO (NACH)......uuiiiei i e, 1,0g9.

Dissolver as substancias acima em cerca de 900mL de agua Mili-Q e

acrescentar os seguintes volumes das solugdes:

1. Cloreto de amoOnio @ 25%0.......uueeiiiiiiiiiiiieeiiee e 1,0 mL.
2. TIaMiNA @ 0.5%0....cccciiiiiiiieiiei e 1,0 mL.
3. Piruvato de SOAI0 @ 10%0......cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e 1,0 mL.
R € [Tt =T 1 F= W= U 101 T 1,0 mL.

Ajustar pH em 7,4 com hidroxido de sédio N/10 e completar o volume a
1 000 mL com agua Mili-Q. Desprezar 100 mL.

Esterilizar os 900 mL restantes em autoclave a 121° C, por 15 minutos.

1.2.2. Suplemento de albumina

Dissolver 10 g de albumina bovina (fracdo V)* em 50 mL de &gua Mili-Q e

acrescentar as solugdes-estoque nos seguintes volumes:

1. Cloreto de calcio/cloreto de magnésio a 1,5%...........ccceceeeeeevvvveeennnnnnns 1,0 mL.
2. Sulfato de ZINCO 8 0,4%0.....cceeiiiiiiiiiiiee e 1,0 mL.
2. SUlfato fErroS0 @ 0,5%0.......cieeiiiieiiiee e 10 mL.
3. Cianocobalamina a 0,02%0.........cccoeiiiiiiiiiiiiieiiee e 1,0 mL.
4. “TWEEN 80" @ 10%0......ceeeeeeeiiee e 12,5 mL.

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

Esterilizar por filtrac&o.

1.2.3. Meio liquido completo

MEIO DASE ESIAIIL. ..o 900 mL.

Suplemento de albumina eSteril............cooviiiiiiiiiiic e 100 mL.

! Albumina Bovina. COHN INLAB.
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Distribuir em tubos de rosca, em volume de 5 a 10 mL. Realizar prova de
esterilidade e viabilidade, utilizando o caldo BHI, antes e ap6s a passagem do

meio para os tubos e armazenar em refrigerador.
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ANEXO B

1. Analise espacial - procedimentos

Quando se estuda populacdo, doenca ou outros eventos, trés tipos de
distribuicdo espacial podem ocorrer: uniforme, em conglomerados ou aleatéria.
Um conglomerado (cluster) pode ser entendido como uma inesperada
aglomeracao, no espaco e/ou tempo, de eventos relacionados a saude (CDC,
1990). O coeficiente | de Moran (1950) pode medir a probabilidade de um
padrao espacial aparente ter sido produzido meramente por acaso.

O coeficiente | € similar ao coeficiente da correlagdo de Pearson. Na
autocorrelacdo espacial, a correlacdo é examinada entre diferentes valores
dentro da mesma variavel e uma matriz de ponderacao € incluida para definir
as relagbes espaciais entre areas. O coeficiente | € calculado como a razéo
entre a soma de produtos dos desvios médios e as somas dos quadrados das

coordenadas x (longitude) e y (latitude):
3D 20w 2 (% =X)°

Onde, N é o numero de poligonos no estudo, J o numero de pares de
poligonos examinados, x; o valor (e.g., prevaléncia) do poligono i, x; € 0
valor do poligono j (x; e x; séo dois poligonos de vizinhos proximos) e w; é a
matriz de ponderacdo. O coeficiente | de Moran varia de -1 a +1, sendo O
quando verifica-se a inexisténcia de autocorrelacdo (ndo ha efeito da
distancia sobre a distribuicdo da variavel). Um valor positivo de | implica em
agrupamento e um negativo, em dispersdo. O valor esperado de | € —1/(N-
1), que se aproxima de 0 a medida que N aumenta.

Embora seja capaz de apontar a tendéncia geral de agrupamento dos
dados, o | de Moran é uma medida global e por isso ndo revela padrées locais
de associacdo espacial. Existem duas metodologias para verificar essa
estrutura: o diagrama de dispersdo de Moran e os indicadores locais de
associacdo espacial, LISA (Local Indicators of Spatial Association) (ANSELIN,
2003).

A estatistica LISA é apropriada para identificar agrupamentos espaciais
significativos e instabilidade local da medida de associacéo global (I de Moran),
revelada por valores espaciais extremos. A hipétese nula continua sendo a de
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auséncia de associacao espacial. Essa analise permite associar as estatisticas
locais de Moran ao diagrama de dispersdo de Moran, produzindo o chamado
Mapa de Significancia de Moran.

A estrutura de vizinhanca pode ser estabelecida por meio de matrizes de
pesos espaciais. Neste estudo, foram estabelecidas matrizes de pesos de
contiguidade binaria, segundo convencédo Rook.

Os coeficientes de autocorrelacdo espacial global e associacao local
foram considerados significativos quando p<0,05. Como o evento (percentual
de cédes sororeagentes) era referente a taxa (proporcao), foram aplicados os
testes de Moran com Estimativa Bayesiana Empirica para taxas. O problema
de instabilidade das taxas brutas na estimacdo de risco em pequenas &reas
tem sido amplamente reconhecido na literatura (MARSHALL, 1991,
ASSUNCAO & REIS, 1999; ANSELIN, 2003). Quando o nimero de pessoas
expostas € pequeno, qualquer leve alteracdo no niamero de eventos, mesmo
que devido ao mero acaso, provoca grandes variagbes no valor da taxa.
Marshall (1991) propds a aplicacdo de Estimadores Bayesianos Empiricos
como alternativa ao uso de taxas brutas nessas condi¢cbes. Essa estimativa
computa a média ponderada entre a taxa bruta para cada poligono e a média
de uma janela espacial, com pesos proporcionais a populagdo em risco,
resultando num mapa suavizado.

O diagrama de dispersdo de Moran apresenta a tendéncia geral de
associacdo por meio da reta que mostra como os dados ajustam-se entre 0s
valores defasados espacialmente (W) e os valores observados em cada
unidade espacial (i), além das tendéncias locais representadas por cada ponto
no interior do diagrama. Como os valores de i e W; sdo padronizados, €
possivel identificar valores discrepantes (outliers) e pontos de alavancagem
(leverage points). Varga (1998), afirma que localizagbes que sdo extremas a
tendéncia central sao outliers e aquelas que tém grande influéncia sobre a
tendéncia central sdo pontos de alavancagem. Em geral, pontos de
alavancagem e outliers se encontram a mais de dois desvios-padrdo do centro
do diagrama.

O diagrama de Moran precisa ser complementado com os indicadores
LISA porque néo fornece indica¢des da significancia do agrupamento espacial.

Segundo Anselin (1995), indicadores LISA devem propiciar uma medida do
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grau em que o agrupamento espacial de valores locais similares € significativo
e devem ter soma proporcional ao indicador global. O indicador Moran Local
avalia a significancia dos agrupamentos espaciais locais, conhecidos como hot
spots, ao redor de uma localizacédo individual e indica focos de localizacdes
atipicas. Quatro padrdes podem ser visualizados no mapa de associac¢éao local:
1. Padrédo Alto-Alto (AA): revela poligonos com alto valor da variavel sob
analise, cercados de vizinhos que também possuem valores semelhantes.
2. Padrdo Baixo-Baixo (BB): revela poligonos com baixo valor circundados
por outros de valores também baixos.
3. Padrdo Alto-Baixo (AB): aponta poligonos de alto valor que possuem
vizinhos com baixo valor.
4. Padrdo Baixo-Alto (BA): aponta poligonos de baixo valor que sdo vizinhos
de outros com alto valor.
Os padrbes AA e BB revelam associagcado espacial positiva, enquanto que
AB e BA, associagao espacial negativa. Os valores de probabilidade fornecidos
(p-values) devem ser vistos como niveis de pseudo-significancia, tendo em

vista que as inferéncias sao feitas a partir da abordagem das permutacgdes.
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