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A solugdo é voltar ao marco zero.

Desaprender para aprender.
Deletar para escrever em cima.

Houve um tempo em que eu pensava que, para isso, seria preciso nascer de novo,
mas hoje sei que da pra renascer varas vezes nesta mesma vida.

Basta desaprender o receio de mudar.

(Martha Medeiros)
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SOROPREVALENCIA, FATORES DE RISCO E DLSTRIBUI(;AO ES PACIAL
DE ANTICORPOS ANTI-Leptospira spp. EM CAES DO MUNICIPIO DE
ILHEUS, BAHIA, BRASIL

RESUMO

7

A leptospirose é uma zoonose emergente amplamente distribuida no
mundo, causada por diferentes sorovares da bactéria Leptospira e que
acomete o0 homem e o0s animais domeésticos e silvestres, assumindo
consideravel importancia em termos de saude publica e problemas
econdmicos. Em algumas regifes, é considerada uma doeng¢a ocupacional ou
recreacional, mas sua principal incidéncia é observada em paises em
desenvolvimento de clima tropical devido as precarias condicbes de
saneamento basico. Para a compreensdo dos aspectos epidemioldgicos
relacionados a doenca, o reconhecimento dos sorovares € de fundamental
importancia, uma vez que existe relacdo entre sorovares e espécies de
hospedeiro acometidas. A infeccdo no homem ocorre por transmisséo direta ou
indireta de ambientes contaminados ou pela urina de animais infectados.
Dentre eles, os roedores e 0s caes sdo 0s mais implicados nesta transmissao
por estarem mais proximos do homem. Para o diagndéstico de leptospirose, a
prova de soroaglutinacdo microscopica € considerada a mais recomendada
pela Organizacdo Mundial de Saude, e possivelmente o conhecimento dos
sorovares e sorogrupos em determinada populagcdo, podendo apontar
provaveis reservatérios para a doenca. Com o0 avango dos recursos
computacionais e a adoc¢ao das técnicas de geoprocessamento, os estudos da
relacdo entre 0 espaco e 0 processo saude-doenca assumiram consideravel
relevancia na tomada de decisdo em saude publica. Sabe-se que Saude
Publica e ambiente séo fortemente influenciadas pelas formas de ocupacéo do
espaco e suas relagbes podem ser evidenciadas pela andlise de caracteristicas
epidemiologicas das areas proximas as fontes de contaminacdo e pela
identificag8o de fatores ambientais adversos em locais onde ha concentracdo
de agravos a saude. Certamente, o desafio atual para a epidemiologia é
desenvolver trabalhos centrados na perspectiva da valorizagdo do espaco,
explorando as potencialidades de métodos inovadores do ponto de vista das
intervengfes em saude publica.

Palavras-chave: epidemiologia, zoonoses, veterinaria.



SEROPREVALENCE, RISK FACTORS AND SPATIAL DISTRIBUTI ON OF
ANTIBODY ANTI- Leptospira spp. IN DOGS ON THE CITY OF ILHEUS,
BAHIA, BRAZIL

Leptospirosis is an emerging zoonosis widely distributed in the world
caused by different serovars of Leptospira bacteria, affecting humans and
domestic and wild animals, taking on considerable importance in terms of public
health and economic problems. In some regions, is considered an occupational
disease or recreational, but its main effect is observed in developing countries
with tropical climates due to poor sanitation conditions. To understand the
epidemiology of the disease, the recognition of serovars is of fundamental
importance, since there is a relationship between serovars and host species
affected. Infection in humans occurs by direct or indirect transfer of
contaminated environments or in the urine of infected animals. Among them,
rodents and dogs are more involved in transmission because they are closer to
man. For the diagnosis of leptospirosis, microscopic agglutination test is
considered the most recommended by World Health Organization, and possibly
the knowledge of the serovars and serogroups in a given population, and may
point likely reservoirs for the disease. With the advancement of computing
resources and the adoption of geospatial technologies, studies of the
relationship between space and the health-disease assumed considerable
importance in decision-making in public health. It is known that public health
and the environment are strongly influenced by the occupation of space and its
relations can be evidenced by the analysis of epidemiological characteristics of
areas near the sources of contamination and the identification of adverse
environmental factors in places where there are more injuries to the health.
Indeed, the current challenge for epidemiology is to develop studies focused on
the prospect for recovery of space, exploring the potential of innovative
methods in terms of public health interventions.

Keywords: epidemiology, zoonosis, veterinary
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € a zoonose emergente mais disseminada no mundo,
causada por diferentes sorovares da bactéria Leptospira spp. (WHO, 2003;
McBRIDE et al., 2005; ADLER; MOCTEZUMA, 2009). Acomete o homem e os
animais domeésticos e silvestres, assumindo consideravel importancia em
termos de saude publica e problemas econémicos (BARCELLOS et al., 2003).

Nos ultimos anos, foram registrados surtos de leptospirose humana em
diversos paises como Peru (RUSSEL et al., 2003; CESPEDES et al., 2004),
Japdo (NARITA et al., 2005), Colémbia (GONGORA et al., 2008) e india
(VIJAYACHARI et al., 2008). No Brasil, surtos da doenga ocorreram em bairros
com baixa infra-estrutura sanitaria (REIS et al., 2008; MACIEL et al., 2008) ou
em condicdes ambientais associadas a estacdo chuvosa (BARCELLOS;
SABROZA, 2000; BARCELLOS et al., 2003; TASSINARI et al., 2008).

Segundo dados do Ministério da Saude, entre os anos de 1997 e 2008,
foram confirmados no Brasil, 39.677 casos de leptospirose em humanos, com
indices de letalidade variando de 8,5% a 12,7%. Nesse mesmo periodo, a
regido Nordeste registrou 7.738 dos casos, 0 que correspondeu a 19,5% dos
casos que ocorreram no pais. Dentre os estados do nordeste, a Bahia foi
segundo maior em nuamero de casos registrados, principalmente entre os
meses de marco a julho (BRASIL, 2009).

A leptospirose pode ocorrer enquanto uma doenca ocupacional,
acometendo produtores rurais, pescadores, limpadores de fossa, entre outros,
que estdo expostos aos ambientes contaminados pela urina dos animais
infectados (RUSSEL et al, 2003; GONGORA et al., 2008). Pode ainda afetar a
populacdo urbana, sobretudo em paises em desenvolvimento de clima tropical,
pelas deficientes condi¢cdes de saneamento basico (BROD et al., 2005; FARIA
et al., 2008). Também pode ocorrer como uma doenca recreacional,

acometendo individuos que praticam atividades de esporte e lazer, em



ambientes aquaticos contaminados pela bactéria (NARITA et al, 2005;
WATSON et al., 2007)

O avancar desordenado da urbanizacdo sobre o ambiente natural teve
como consequéncias desequilibrios ecoldgicos e problemas de infra-estrutura
que facilitaram a disseminacéo da leptospirose para o meio urbano. Além disto,
as relagdes estabelecidas entre o homem e os demais hospedeiros da
leptospirose sé@o responsaveis por perpetuar o ciclo epidemiolégico da doenca,
uma vez que diferentes espécies animais sdo hospedeiros de sorovares
distintos de Leptospira spp. (ADLER; MOCTEZUMA, 2009).

Nesta revisdo de literatura, serdo abordados os principais aspectos
relacionados a doenca, com énfase nas questdes epidemioldgicas, incluindo a
utilizacao de sistemas de informacgéo geografica como ferramenta de andlise da

associacao entre saude/doenca e o0 espaco.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia e classificacao

O agente etiolégico da leptospirose, pertence a ordem Spirochaetales,
familia Leptospiraceae, género Leptospira. Sua classificacdo pode basear-se
em dois critérios, segundo determinantes antigénicos ou critérios genéticos
(QUINN et al., 2005).

A classificacdo antigénica ou fenotipica foi estabelecida primeiramente e
divide o género Leptospira em duas espécies, L. interrogans, contendo as
cepas patogénicas, e a L. biflexa, com cepas saprdfitas, isoladas do meio
ambiente. Esta classificacdo estabelece como base taxondmica os sorovares,
que por sua vez sdo definidos pela presenca de antigenos de superficie
especificos. Segundo esta classificagcdo mais de 250 sorovares foi reconhecida,
e aqueles que apresentam similaridade antigénica foram agrupados em 24
sorogrupos, conforme descrito na tabela 1 (LEVETT, 2001; VIJAYACHARI et
al. 2008). Embora os sorogrupos nao possuam valor taxondémico, seu
conhecimento é relevante para o monitoramento de estudos epidemiolégicos e
para a compreensdao dos eventos relacionados a doenca (GREENE et al.,
2006).

A partir de 1989, com o advento das técnicas de biologia molecular,
surgiu a classificacdo baseada em critérios genéticos, sendo que as espécies
de Leptospira passaram a ser denominadas de genomoespécies. Segundo
esta nova classificagcdo, uma genomoespécie pode conter cepas patogénicas e
saprofitas. Nesse contexto, foram reconhecidas 14 genomoespécies como L.
interrogans, L. biflexa, Leptospira borgpetersenii, Leptospira santarosai,
Leptospira inadai, Leptospira noguchii, Leptospira weilii, Leptospira kirshneri,
Leptospira meyeri, Leptospira wolbachii, e as geno-espécies 1, 3, 4 e 5 de
Leptospira, ainda sem denominacéo (Tabela 2) (LEVETT, 2001).



Tabela 1 — Sorogrupos e principais sorovares de L. interrogans sensu lato,

classificados segundo critérios sorolégicos.

SOROGRUPO SOROVAR

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis Autumnalis, Forttbragg, Bim, Weerasinghe
Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippothyphosa Grippothyphosa, Canalzonae, Ratnapura
Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Serjroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama Panama, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman

Sarmin Sarmin

Mini Mini, Geérgia

Tarassovi Tarassovi

Ballum Ballum, Aroborea

Celledoni Celledoni

Louisiana Louisiana, Lanka

Ranarum Ranarum

Manhao Manhao

Shermani Shermani

Hurstbridge Hurstbridge

Fonte: LEVETT (2001)



Tabela 2. Genomoespécies e sorogrupos de Leptospira sp., classificadas

segundo critérios moleculares.

Sorogrupo Genomoespécies

Andamana L. biflexa

Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L.kirschneri

Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.kirschneri

Ballum L. borgpetersenii

Bataviae L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri

Canicola L. interrogans, L. inadai, L.kirschneri

Celledoni L. weilii, L. borgpetersenii

Codice L. wolbachii

Cynopteri L.santarosai, L. kirschneri

Djasiman L. interrogans, L. noguchii, L. kirschneri

Grippotyphosa L. interrogans, L. santarosai, L.kirschneri

Hebdomadis L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.kirschneri, L.
alexanderi

Hurstbridge L. fainei

Icterohaemorrhagiae L. interrogans, L. inadai, L.kirschneri, L. weilii

Javanica L. weili, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L. inadai, L.
alexanderi

Louisiana L. interrogans, L. noguchii

Lyme L. inadai

Manbao L. weilii, L. inadai, L. alexanderi

Mini L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.meyeri, L.
alexanderi

Panama L. noguchii, L. inadai

Pomona L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L.kirschneri

Pyrogenes L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L.kirschneri

Ranarum L. interrogans, L. meyeri

Sarmin L. interrogans, L. weilii, L. santarosai

Sejroe L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.meyeri

Semaranga L. meyeri, L. biflexa

Shermani L. noguchii, L. santarosai, L. inadai

Tarassovi L. noguchii, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. inadai

Fonte: adaptado de LEVETT (2001)



A reclassificacdo do género Leptospira segundo critérios genéticos é
taxonomicamente correta, e possui a perspectiva da identificagdo de novas
genomoespécies. Entretanto, ha incompatibilidade com a classificacédo
antigénica, uma vez que ndo h& correspondéncia entre espécies e
genomoespécies, fato que dificulta a interpretacdo dos estudos
epidemiologicos (GREENE et al. 2006; LEVETT, 2007). Aléem disto, deve-se
considerar que os testes moleculares ainda ndo séo disponiveis como método
de diagndstico de rotina, o que justifica a manutencdo de ambas as
classificagdes (LEVETT, 2001; VINETZ, 2001; McBRIDE et al., 2005). Segundo
esta perspectiva, adotou-se uma nomenclatura para diferenciar tais
classificagdes, em que L. interrogans sensu lato e L. biflexa sensu lato referem-
se a classificagdo soroldgica, enquanto L. interrogans sensu stricto e L. biflexa
sensu stricto referem-se a genotipica (LEVETT, 2001; WHO, 2003).

2.2. Epidemiologia

A leptospirose € uma zoonose emergente (McBRIDE et al., 2005;
ADLER; MOCTEZUMA, 2009), que acomete o homem e o0s animais
domésticos e silvestres, assumindo consideravel importancia em termos de
salude publica e problemas econdmicos. Presume-se que esta seja a zoonose
mais difundida no mundo (WHO, 2003). Sua ocorréncia despertou maior
atencdo a partir da década de 90, do século passado, quando foram
registrados surtos de leptospirose humana afetando diferentes populacdes
(VINETZ, 2001).

A transmissdo da leptospirose entre humanos contaminados é
inexistente (ADLER; MOCTEZUMA, 2009), estando esta relacionada ao
contato direto ou indireto com a urina de mamiferos infectados. Desta forma, a
epidemiologia da leptospirose humana reflete as relagdes ecoldgicas entre 0s
seres humanos e os hospedeiros mamiferos infectados, e o conhecimento
sobre a participacdo dos animais como mantenedores desta enfermidade é de
fundamental importancia (VINETZ, 2001).

Reconhece-se a possibilidade de que todos os mamiferos possam ser
infectados, incluindo mamiferos aquaticos, e funcionarem como reservatérios

desta enfermidade, uma vez que esta bactéria foi detectada em todas as



espécies estudadas (ADLER; MOCTEZUMA, 2009). Dentre os hospedeiros de
manutenc¢ao da leptospirose, os roedores sdo aqueles mais relacionados com a
sua disseminacdo. Neste sentido, o papel dos roedores como fonte de
disseminacao da leptospirose foi descoberto desde 1917, por Ido et al., que
identificaram a presencga da bactéria nos rins e urina destes animais. Naquela
oportunidade, os autores recomendaram como medida de controle da
leptospirose o exterminio dos roedores.

Além dos roedores, os cdes exercem uma elevada importancia na
epidemiologia da leptospirose por viver em contato com o homem,
representando assim o elo de transmisséo da enfermidade (LEFEBVRE, 2003).

Além dos animais domeésticos, 0s animais silvestres também podem
estar envolvidos no ciclo de transmissdo da doenca. Em um estudo
epidemiologico realizado na Fundagédo Parque Zoolégico de Sao Paulo, Corréa
et al (2004) analisaram um total de 302 animais silvestres, verificando que
19,5% foram positivos para Leptospira spp. através da técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Os sorovares mais encontrados foram
copenhageni, pomona e castellonis. No Estado do Tocantins, Souza Junior et
al. (2006) investigaram a presenca de Leptospira sp. em animais silvestres de
vida livre, encontrando as seguintes soropositividades: 2,4% em bugio
(Alouatta caraya), 12,9% em quati (Nasua nasua), 16,1% em macaco prego
(Cebus apella) e 20% em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). As
sorovariedades mais frequentemente encontradas foram brasiliensis,
fluminense, mangus e javanica. Nessas populacbes acima citadas, alguns
desses sorovares ndao sao comumente encontrados, e a proximidade do
homem com essas espécies, pode torna-los vulneraveis a infeccdo por L.
interrogans.

Para a compreensdo dos aspectos epidemioldgicos relacionados a
leptospirose, o reconhecimento dos sorovares é de fundamental importancia,
uma vez que existe relacdo entre sorovares e espécies de hospedeiro
acometidas (HORSH, 1999).

Animais e os seres humanos podem ser divididos como hospedeiro de
manutencdo ou hospedeiro acidental (incidental) da leptospirose. Hospedeiro
de manutencdo é definido como espécies em que a infeccdo é endémica, e

cuja transmissdo ocorre pelo contato direto entre animais. Geralmente, a



infeccdo é adquirida em idade precoce, sendo que a prevaléncia de excrecéo
cronica de leptospiras na urina aumenta com o avancar da idade do animal
(LEVETT, 2001). Outros animais (como os seres humanos) podem infectar-se
pelo contato indireto com o hospedeiro de manutencdo, tornando-se
hospedeiros acidentais. Ressalta-se que uma determinada espécie animal
pode constituir-se como hospedeiro de manutengéo para alguns sorovares, e
hospedeiro acidental para outros (LEVETT, 2001; MOORE et al., 2006).

Do ponto de vista clinico-epidemiolégico, um animal que constitui-se
como hospedeiro de manutengédo de um determinado sorovar, tende a torna-se
reservatorio deste sorovar; enquanto que nos casos do hospedeiro acidental,
este possui maior possibilidade da manifestacdo clinica da enfermidade
(GREENE et al., 2006). Nas duas situacfes, os animais infectados eliminam as
leptospiras pela urina, por um periodo de semanas a meses, contaminando o
ambiente. Entretanto, o0s hospedeiros de manutengdo sdo 0s que
desempenham maior relevancia como fonte de transmissdo da leptospirose,
pois se atribui a estes a razéo da persisténcia do agente na natureza (HORSH,
1999; WHO, 2003; GREENE et al., 2006).

Neste sentido, os roedores, em especial o rato (Rattus norvegicus), sao
apontados como os hospedeiros de manutencédo dos sorovares copenhageni e
icterohaemorrahagiae; os caes do sorovar canicola; os bovinos dos sorovares
pomona e hardjo; e os suinos dos sorovares pomona e bratislava (CORREA;
CORREA, 1992: BRASIL, 1995; WHO, 2003). E importante ressaltar que
existem variacdes entre os hospedeiros de manutencdo em relacdo a
localizacdo geografica, o que justifica a necessidade de trabalhos
epidemioldgicos em regides distintas para que haja uma melhor compreenséo
desta enfermidade (LEVETT, 2001).

No Brasil e no mundo, vérios inquéritos sorologicos utilizando a SAM,
retrataram a variabilidade da distribuicdo dos sorovares de Leptospira spp.
predominantes nas diferentes localidades, estando estas apresentadas

respectivamente nas tabelas 3 e 4.



Tabela 3 — Inquéritos soroldgicos para avaliagdo de anticorpos anti-leptospira

em caes, realizados em diferentes municipios no Brasil

Local de Populacdo de  Prevaléncia Sorovares mais prevalentes Autores
estudo estudo na SAM
Pelotas, RS 425 cées 34,8% Canicola, icterohaemorrhagiae,  Avila et al.
errantes copenhageni (1998)
Pelotas, RS 489* caes 2,66% Icterohaemorragiae, australis, Jouglard e
domiciliados copenhageni, pyrogenes, Brod (2000)
sentot e canicola
Salvador, BA 120 cées 85% Autumnalis, canicola, Viegas et al.
errantes icterohaemorrhagiae, australis, (2001)
pyrogenes, castellonis,
tarassovi
Santana do 410** caes 15% Copenhageni, canicola, hardjo Mascolli et
Parnaiba, domiciliados al. (2002)
SP
Patos, PB 130 cées 20% Autumnalis, pomona, Batista et al.
errantes grippotyphosa e patoc (2004)
Campina 285** cdes 21,4% Autumnalis, copenhageni e Batista et al.
Grande, PB domiciliados canicola (2005)
Itapema, SC 590 caes 10,5% Pyrogenes, canicola, Blazius et al.
errantes icterohaemorrhagiae e (2005)
copenhageni
Belo 3417 caes 13,1% Canicola, ballum, pyrogenes e Magalhaes
Horizonte, errantes icterohaemorrhagiae. et al. (2006)
MG
Botucatu, SP 775** cdes 15,3% Canicola e pyrogenes Modolo et al.
domiciliados (2006)
Monte 329 caes 27,3% Pyrogenes, autumnalis, Aguiar et al.
Negro, RO domiciliados — shermani, hardjo (2007)
156**e 173*
Curitiba, PR 598** cdes 32,27% Copenhageni, canicola e Tesseroli et
domiciliados icterohaemorrhagiae al. (2008)

*zona rural;**zona urbana; ponto de corte considerado = 1:100.
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Tabela 4- Inquéritos sorologicos para avaliagéo de anticorpos anti-leptospira em caes,
realizados em diferentes paises

Local de Populacao Prevalénciana  Ponto Sorovares mais Autores
estudo de estudo SAM de prevalentes
corte
Ontario, 462 cées 26,2% em 1998 =320 Autumnalis, Prescott et al.
Canada suspeitos 14,8% em 1999 Bratislava, Canicola, (2002)
entre 1998 e 41,2 % em Grippothyphosa e
2001 2000 Pomona.
17,4% em 2001
Ankara, 116 caes 43,96% >1:100 Grippothyphosa, Aslantas et al.
Turkey errantes Icterohaemorrhagiae, (2005)
Bratislava, Pomona,
Canicola
Trindade, 419** caes 14,6% 21:100 Mankarso, Adesiyun et al.
Venezuela  suspeitos e Icterohaemorrhagiae, (2006)
saudaveis Autumnalis e
Copenhageni.
Madras, 77 cées 57,7% - Australis, Senthilkumar
india suspeitos Grippotyphosa, et al. (2006)
Javanica
Munique, 316 caes 13% >1:100 Grippotyphosa, Gesen et al.
Alemanha suspeitos Saxkoebing (2007)
Icterohaemorrhagiae
Canicola e Bratislava
Chennai, 48 cées 62,5% 21:100  Australis, Canicola, Vijayanand et
india suspeitos Javanica, al. (2008)
Hebdomadis,
Yucata, 400 cées 35% 21:100 Canicola, Jimenez-
México errantes Icterohaemorrhagiae, Coello et al.

*zona rural;**zona urbana

Panama e Pyrogenes (2008)
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2.3. Patogenia

As leptospiras penetram ativamente no organismo hospedeiro por meio
de pequenas lesbes ou abrasdes na pele, via membranas mucosas, como
conjuntiva oral, nasal e genital, ou pela pele imida integra (LEFEBVRE, 2003;
GREENE et al., 2006). Durante o periodo aproximado de sete dias, ocorre
circulacdo das bactérias na corrente sanguinea, denominada como fase de
leptospiremia, onde se multiplicam e se disseminam por todo organismo.
Quando o numero de leptospiras atinge niveis criticos na circulagdo e nos
orgaos, estas produzem lesdes toxicas e degenerativas, acarretando nos sinais
clinicos. Como lesbes primarias ocorrem danos no endotélio vascular,
conduzindo a hemorragia e isquemia dos oOrgaos, resultando em necrose
tubular renal, em danos hepatocelular e pulmonar, em meningite, miosite,
dentre outros (ADLER; MOCTEZUMA, 2009). Todos o0s sorovares de
Leptospira spp. podem produzir tais alteragcdes em graus variados (LEFEBVRE,
2003).

Com o fim da fase de leptospiremia, as leptospiras sdo eliminadas do
organismo, coincidindo com o aparecimento de anticorpos e o inicio da fase
imune. Neste caso, a resposta humoral € o principal mecanismo de defesa
contra a leptospirose (LEVETT, 2001). Anticorpos da classe IgM geralmente
aparecem um pouco mais cedo do que anticorpos IgG, e geralmente
permanecem detectaveis por meses ou mesmo anos, mas em baixos titulos. A
deteccdo de anticorpos da classe IgG é mais variavel, podendo ser detectado
ou nao (WHO, 2003). Essas imunoglobulinas irdo provocar a lise e
opsonizacdo das leptospiras circulantes, para que sejam fagocitadas por
macréfagos, resultando assim na remissdo dos sinais clinicos. Contudo, o
agente persiste nos rins e trato reprodutivo, estado de portador renal, podendo
ser eliminado na urina por varios meses apos a infeccéo, o que corresponde a
fase de leptospiraria (BOLIN, 2000).

O estado de portador renal é, portanto, um componente fundamental
para a persisténcia da leptospirose no ambiente. Ressalta-se que o pH urinario
constitui-se como um fator importante para a viabilidade da leptospira, sendo o

o pH alcalino favorecedor enquanto pH acidos sdo limitantes.



12

Consequentemente, os herbivoros e os animais cuja dieta produz urina alcalina
sao relativamente mais importantes como disseminadores da leptospirose
(ADLER; MOCTEZUMA, 2009), que o homem que possui urina acida (LEVETT,
2001).

2.4. Diagnostico

O diagnéstico de leptospirose é normalmente realizado pela
determinacdo da presenca do agente etiolégico ou de anticorpos humorais
induzidos pelo mesmo. A demonstracdo do agente etiolégico pode ser
estabelecida por métodos de visualizacdo (exame a fresco em campo escuro,
coloragdo pela prata, imunofluorescéncia direta, provas soroldgicas), por
meétodos de cultivo, por inoculacdo em animais de laboratério (hamster), e pela
demonstracdo do acido nucléico do agente infeccioso pela da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (WHO, 2003; OOTEMAN et al., 2005).

2.4.1. Visualizacdo microscopica

As leptospiras presentes em fluidos como sangue, urina, fluido
cerebroespinhal e liquido peritoneal, podem ser visualizadas em microscopio
de campo escuro. No entanto, esta técnica apresenta pouca sensibilidade e
especificidade. I1sso porque é necessario 10 leptospiras por mL para que seja
possivel a visualizacdo (VIJAYACHARI et al.,, 2001). Além disso, outras
espiroquetas podem estar presentes no material analisado, resultando em
diagnoéstico falso positivo. Deve-se considerar ainda que a visualizacdo da
leptospira ndo signifigue, necessariamente, que esta seja responsavel pelo
desencadeamento do quadro clinico no individuo (WHO, 2003).

Além da visualizacdo da leptospira em fluidos, é possivel a sua pesquisa
em tecidos, sendo rins, figado e pulmbes aqueles mais adequados para esta
visualizacdo. Neste caso, deve-se empregar técnicas de coloracdo especiais,
como impregnacédo pela prata, corantes de imunohistoquimica ou métodos de

anticorpos fluorescentes (QUINN et al., 2005).
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2.4.2. Isolamento e identificacdo de Leptospira spp.

O diagnostico definitivo de Leptospira spp. pode ser feito pelo isolamento
e cultivo do agente infeccioso. Porém, o periodo necessario para obtencao do
resultado pode variar entre sete dias a varias semanas, sendo influenciado pelo
sorovar infectante e pelo numero inicial de bactérias viaveis (SILVA et al.,
2007). O cultivo desta bactéria possui como limitagdes a complexidade dos
meios de cultura, a necessidade de semear o material imediatamente apés a
coleta, o longo tempo de geracdo da espiroqueta e, finalmente, a dificuldade
encontrada pelos laboratérios em obter a amostra livre de contaminantes. Além
disso, o isolamento e identificacdo da Leptospira spp. consomem muito tempo
e necessitam de laboratérios de referéncia especializados (FREITAS et al.,
2004).

O crescimento de Leptospira spp. é freqientemente lento no primeiro
isolamento, podendo durar o periodo de até 13 semanas. Os meios liquidos
mais utilizados para o cultivo sdo o de Stuart e semi-sélido de Fletcher, ambos
contendo soro de coelho, ou, ainda, o0 meio EMJH (Ellinghausen-McCullough-
Jonhson-Harris), contendo albumina e acidos graxos (QUINN et al., 2005).
Também pode ser empregado o meio Tween 80/40/LH (FREITAS et al., 2004).

O isolamento da Leptospira spp. em animais de laboratorio ndo oferece
tantas vantagens como em meios de cultivo. No entanto, quando alguma cepa
nao se adapta bem aos meios de cultura, esse método € considerado eficaz.
Neste caso, 0s animais mais usados para esta finalidade sdo as cobaias e os
hamsters (LOMAR et al., 2000).

2.4.3. Diagndstico sorologico

A maioria dos casos de leptospirose € diagnosticada pela sorologia. Os
métodos soroldgicos podem ser divididos em dois grupos, um género-
especifico e outro sorogrupo-especifico (LEVETT, 2004).

Diversas provas sorologicas podem ser utilizadas como a reacdo de
SAM, reacdo de soroaglutinacdo macroscopica, reacdo de fixacdo de

complemento, reacdo de hemaglutinacdo em latex, reacdo de contra-



14

imunoeletroforese, reacdo de imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico e
radioimunoensaio. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a reacdo
de SAM ¢ o teste de referéncia e constitui-se como prova “padréao-ouro” para o
diagnéstico da leptospirose humana e animal, devido a sua elevada

especificidade (sorovar/sorogrupo) (WHO, 2003).

2.4.3.1 SAM

A técnica da SAM baseia-se na adicdo de soro suspeito em diluicbes
crescentes a culturas de diversos sorovares de Leptospira spp., e sua
aglutinacdo é observada em microscépio de campo escuro. Tendo em vista
que esta técnica fundamenta-se na presenca de anticorpos, sua sensibilidade é
baixa na fase aguda da doenca, sendo que 0s niveis de anticorpos na corrente
sanguinea sdo detectados apenas 7 a 10 apds o inicio dos sinais clinicos
(LEVETT, 2003).

Os anticorpos aglutinantes podem ser tanto da classe IgM quanto 1gG.
As IgM associam-se com exposi¢cdes recentes, e embora tenham maior poder
aglutinante do que as IgG, seus titulos se reduzem em até 7 dias apods a
exposicao. Sendo assim, normalmente apenas as IgG séo detectadas na SAM,
podendo estas persistirem por periodos prolongados (WHO, 2003).

A SAM fornece um resultado sorogrupo-especifico, e sua interpretacéo é
complexa devido as reacfes cruzadas que ocorrem entre sorogrupos distintos,
principalmente na fase aguda da doenca (McBRIDE et al., 2005). Além dessas
reagbes cruzadas, muitos individuos infectados s&o assintométicos, néo
apresentando qualquer sintoma clinico para a doenca, mesmo que produzam
anticorpos (LEVETT, 2003). A interpretacdo desses resultados torna-se ainda
mais complicada, se os individuos tiverem sido previamente vacinados ou
forem oriundos de regides endémicas para a doenca (BAJANI et al., 2003).

Outra desvantagem da técnica refere-se a sua realizagdo. Apenas
laboratorios especializados e com pessoal devidamente treinado pode realizar
o teste. A manutencdo de uma grande quantidade de antigenos vivos no
laborat6rio € uma tarefa bastante laboriosa e requer cuidados especiais. E
necessario que as culturas vivas sejam subcultivadas semanalmente, e as

cepas utilizadas checadas periodicamente para que ndo ocorra contaminacao
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cruzada. Além disso, o resultado do teste pode ser afetado pela qualidade do
meio de cultura utilizado, e pela experiéncia do técnico operador (LEVETT,
2001).

Em investigacGes soro-epidemiologicas, a SAM é considerado o teste
mais apropriado. Isso porque a técnica ndo apresenta limitagcdo quando
aplicado a soro de diferentes espécies de animais. Além disso, pode-se incluir
ou excluir antigenos quando necessario. Neste caso, 0s resultados
encontrados servirdo para dar uma visdo geral sobre os sorogrupos que estéo
presentes em uma determinada populacdo (LEVETT, 2004). No entanto, €
preciso considerar que resultados dependem da escolha dos antigenos
(sorogrupos) a serem testados, sendo possivel a ocorréncia de resultados
falso-negativos em decorréncia da néo inclusdo de um antigeno adequado
(WHO, 2003).

2.4.4. Diagnaostico molecular

Nos ultimos anos, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
tornou-se uma importante ferramenta na deteccado de agentes patogénicos em
varias espécies de animais (OLIVEIRA et al., 2007; MAGAJEVSKI; GIRIO,
2008). Esta técnica apresenta alta sensibilidade e especificidade, permitindo
amplificar quantidades minimas do DNA do microorganismo em diversos tipos
de amostras biologicas tais como humor aquoso, urina, soro, liquido
cefalorraquidiano e tecidos (WHO, 2003).

O método consiste na amplificacdo exponencial in vitro de regides
especificas de DNA em um curto espaco de tempo. Cada ciclo consiste de trés
fases: 1- desnaturacéo das fitas de DNA; 2- anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores especificos ao DNA molde; 3- sintese do DNA especifico utilizando
a enzima taq DNA polimerase. As moléculas amplificadas pela técnica da PCR
sao facilmente detectadas e identificadas pela eletroforese (BELAK; BALLAGI-
PORDANY, 1993).

Desde 1990, varios protocolos de PCR foram desenvolvidos para
deteccdo do DNA da Leptospira em amostras clinicas, sendo que a maior parte
deles relatou alta sensibilidade nesta detec¢cdo. Como ja referido, esta técnica
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identifica genomoespécies, podendo estas serem patogénicas ou saprofitas
(MAJED et al., 2005; AHMED et al., 2006; ADLER; MOCTEZUMA, 2009).

Este tipo de diagnostico, embora sensivel, €& restrito a alguns
laboratorios de referéncia, pois exige mao-de-obra altamente especializada e
infra-estrutura laboratorial onerosa, além de freqlientemente sofrer a
interferéncia de contaminantes e inibidores provenientes da amostra (WHO,
2003).

2.5. Utilizacdo de sistemas de informacgéo geogréafica em epidemiologia

Saulde Publica e ambiente s&o intrinsecamente influenciadas pelos
padrées de ocupacdo do espaco. Suas relagbes podem ser evidenciadas pela
analise de caracteristicas epidemiologicas das areas proximas as fontes de
contaminacdo e pela identificacdo de fatores ambientais adversos em locais
onde h& concentracdo de agravos a saude (PINA; SANTOS, 2000). Com o
avanco dos recursos computacionais e a adocdo de técnicas de
geoprocessamento, os estudos da relacdo entre o espaco e o processo saude-
doenca assumiram consideravel relevancia na tomada de decisdo em saude
publica (MEDRONHO; WERNECK, 2002).

O sistema de informacdo geografica (SIG) constitui um conjunto de
dados ou base de dados geograficos obtidos por meio de geoprocessamento,
sensoriamento remoto ou cartografia digital. Esses dados podem ser espaciais
ou de atributos (PINA; SANTOS, 2000). Os dados espaciais (ou geogréaficos ou
de localizagdo) consistem em objetos graficos do mapa (limites politicos,
territérios, entre outros). Ja os dados de atributos sdo as variaveis descritivas
que caracterizam ou se relacionam com a base geografica (perfil
socioeconbmico, o tipo de clima, o tipo de vegetacado, a taxa de mortalidade,
entre outros). A integracdo desses dados tornou possivel uma melhor
caracterizacdo e analise de dados espaciais, constituindo-se numa ferramenta
indispensavel no processo de gestdo dos riscos e planejamento em saulde
(BARCELLOS et al., 2008).

Com esta interagdo, surgiu o conceito de epidemiologia geogréfica, que
corresponde ao estudo da distribuicdo geografica da incidéncia de doencas e

de sua relacdo com fatores de risco potenciais. A epidemiologia geografica tem
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quatro grandes &reas de interesse: mapeamento de doencas, estudos
ecolégicos, estudos de agregados (cluster) e avaliacao e vigilancia ambiental, o
que constitui um terreno promissor para a aplicacdo e desenvolvimento de
métodos e modelos estatisticos (BAILEY, 2001). A incluséo, aplicacdo e o
desenvolvimento do processamento e andlise automatizada de bases de dados
georreferenciadas tendem a aprimorar a compreensdo do espago na produgéo
e disseminacao de doencas e agravos a saude (PIETRI et al., 2008).

Alguns exemplos da aplicacdo de SIG podem ser observados tanto em
saude publica quanto em saude animal. No Brasil, Barcellos e Sabroza (2000)
utilizaram um SIG para estudar o contexto da ocorréncia da leptospirose
humana, durante o verdo de 1996, na regido oeste do Rio de Janeiro. Eles
constataram importantes diferencas entre o0s locais de ocorréncia da
enfermidade, relacionando a maioria dos casos aos locais préximos as regides
com agua parada, entulhos de lixo e redes de esgotos. A influéncia desses
fatores foi nitidamente observada quando a moradia da maioria dos doentes
localiza-se a menos de 100 metros das referidas variaveis, fato esse possivel
de ser observado pelo SIG. Esses dados contribuiram para medidas, como
limpeza da area e implementacdo de ac¢des sanitarias naguela regido, visando
a diminuicao da re-infeccdo dos moradores.

Barcellos et al. (2003) realizaram uma andlise retrospectiva de 1274
casos registrados de leptospirose humana no Estado do Rio Grande do Sul em
2001, utilizando recursos de geoprocessamento. Mapas georreferenciados dos
municipios foram sobrepostos aos de uso do solo, relevo e bacias
hidrograficas. Com as operacdes de geoprocessamento, foram verificadas que
as maiores taxas da doenca ocorreram em areas litoraneas, de baixa altitude e
de uso do solo predominantemente agricola. Os resultados sugeriram a
existéncia de caracteristicas ecoldogicas favoraveis a transmissdo da
leptospirose tais como a producéo agricola intensiva e uma maior proliferacéo
de roedores sinantropicos. Mas verificaram também que o uso de municipios
como unidades de agregacao de dados tendeu a valorizar fatores locais em
detrimento de macrocomponentes ecoldgicos. Sugerindo assim, que a
abordagem ecossistémica da saude publica carece de desenvolvimento de

metodologias capazes de identificar e agir sobre os determinantes ambientais.
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Silva et al. (2006) estabeleceram a distribuicdo espacial da leptospirose
canina na cidade de Botucatu, Sdo Paulo. Durante a campanha de vacinagéo
anti-rabica, foram colhidas 1000 amostras de sangue de caes, em 20 postos,
distribuidos homogeneamente. Anadlises espaciais foram realizadas pelo
programa SaTScan, procurando-se um conglomerado mais provavel.
Observaram que o conglomerado formado nado tinha associacdo com
caracteristicas ambientais, mas condi¢cdes distintas do local. Neste caso, as
técnicas de geoprocessamento e analise estatistica espacial ajudaram a
compreender melhor a distribuicdo dos resultados sorolégicos, na cidade, e
identificar os fatores de risco mais importantes tais como idade e manejo da
criacao dos cées.

Na Tailandia, Herbreteau et al. (2006) avaliaram a influéncia do meio
ambiente na incidéncia da leptospirose humana em areas rurais da provincia
de Phrae. O mapeamento dos casos da doenca com o auxilio do sistema de
posicionamento global (GPS), juntamente com imagens de satélite da area,
permitiram uma melhor caracterizacdo dos locais onde ocorreram 0s agravos.
No entanto, ndo foi verificada correlacdo entre o ambiente e 0s casos de
leptospirose notificados. Os autores citaram que a importancia da analise dos
fatores de risco para a leptospirose ndo pode ser avaliada apenas pela relacao
com atividades ocupacionais, mas também por fatores que podem intervir na
infeccdo por Leptospira spp., tais como o0 uso de equipamentos de protecdo
(luvas e botas), presenca de feridas, presenca ou contato estreito com
roedores.

Nos Estados Unidos, Ghneim et al. (2007) utilizaram um SIG para
investigar quais aspectos da paisagem e padroes de ocupacdo da terra sdo
importantes na transmissdo da leptospirose canina. Niveis de influéncia
espacial foram analisados por meio de calculos da densidade hidroldgica e da
porcentagem de ocupacdo da area. Sob andlise espacial, a longitude teve
correlacdo positiva com o aparecimento da doenca, mas esta caracteristica
estava associada com a proximidade do Oceano Pacifico. Verificaram assim
que as analises espaciais s6 foram significativas quando associadas as
analises epidemioldgicas.

Verifica-se, desse modo, que cada vez mais o SIG e tecnologias

relacionadas com o geoprocessamento estao sendo utilizadas para analisar as
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relacdes entre os fatores epidemiologicos (agentes, vetores, hospedeiros e
pessoas) e seus ambientes geograficos. Identificando e tipificando os
problemas e as necessidades em saude. Além disso, a redu¢cédo nos custos e a
maior acessibilidade a informatica sdo fatores que contribuiram para a
aplicacdo do uso dessas tecnologias pelos epidemiologistas (CORREIA et al.,
2004).

A concepcdo de espaco nhecessitou acompanhar o dinamismo do
processo saude-doenca das populacbes. Com isso foi estabelecida uma
interlocucéo entre a epidemiologia e a geografia. Compreender a organizacao
do espaco possibilita maior aproximacdo dos fatores relacionados ao
desenvolvimento das doencas e da sua distribuicdo entre os diversos grupos
sociais. As desigualdades espaciais precisam ser identificadas para que se
possa qualificar e organizar os servicos de saude de acordo com as
particularidades de cada area geografica. Certamente, o desafio atual para a
epidemiologia é desenvolver trabalhos centrados na perspectiva da valorizacéo
do espaco, explorando as potencialidades de métodos inovadores do ponto de
vista das intervencdes em saude publica (BONFIM; MEDEIROS, 2008).
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Resumo

Neste estudo, objetivou-se determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira
spp. em cées domiciliados da zona urbana do municipio de llhéus, Bahia, Brasil,
mediante a utilizacdo do teste de soroaglutinagdo microscépica (SAM), com
pesquisa de 24 sorovares. Além disso, realizou-se andlise dos fatores de risco e
utilizou-se um sistema de informacdo geografica (SIG), para investigar quais
aspectos da paisagem e padrdes de ocupacdo do espaco influenciariam nesta
soropositividade. Foram selecionados 72 pontos de amostragem, distribuidos
aleatoriamente pelo programa ArcGis. Em cada ponto, foram colhidas amostras de 4
cées distintos, totalizando 282 amostras. Obteve-se 7,1% de prevaléncia nesta
populacdo, sendo que dos 72 pontos de amostragem, 15 pontos apresentaram ao
menos um animal reagente ao teste, e em nenhum ponto foi observado 100% de
positividade. Dos sorovares testados, o sorovar Copenhageni foi 0 mais prevalente,
seguido pelos sorovares Bratislava, Canicola, Gryppotyphosa e Patoc, e os titulos de
anticorpos aglutinantes variaram entre 1:100 e 1:800. Analisando-se os fatores de
risco por ponto de amostragem, foram significativas pelo teste do qui-quadrado (P <
0,05) as variaveis ndo-vacinacgdo, periodo prolongado de exposi¢cdo dos alimentos
do cdo no ambiente, habito de caca, presenca de roedores, proximidade das
residéncias com esgoto a céu aberto e proximidade das residéncias com terrenos
baldios. Nao foi detectado nenhum agrupamento espacial significativo. A despeito da
baixa prevaléncia encontrada nesse estudo, é importante ressaltar que diversos
fatores de risco associados a leptospirose estdo presentes no local estudado, como
alta temperatura, umidade, presenca de animais domeésticos e silvestres, e baixa
condicao de saneamento bésico. Tal fato aponta para a possibilidade de que outros

fatores de risco, ainda nao estudados, participem da epidemiologia desta doenca, o
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que justificaria esta prevaléncia. O conhecimento dos sorovares envolvidos, bem
como de sua distribuicdo espacial neste municipio, auxiliam na compreensao da
epidemiologia desta enfermidade e no estabelecimento de politicas de saude publica
gue visem o seu controle.

Palavras-chaves: SIG, epidemiologia, zoonose.
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Abstract

This study aimed to determine the prevalence of anti-Leptospira spp. in dogs’ house
living in the urban area on the city of llhéus, Bahia, Brazil, using the microscopic
agglutination test (MAT), with a survey of 24 serovars. In addition, the risk factors
were analyzed and geographic information systems (GIS) were used to investigate
which environment aspects and patterns of space occupation influence in
seropositivity. It were selected 72 sampling points, randomly assigned to the ArcGIS
program. At each point, samples were taken from 4 different dogs, totaling 282
samples. The prevalence in this population was 7,1%, and at the 72 sampling points,
15 points had at least one animal reagent, and at no point was found 100% positivity.
Of the serovars tested, Copenhageni was the most prevalent, followed by Bratislava,
Canicola, Gryppotyphosa, and the agglutination titers ranged between 1:100 and
1:800. Analyzing the risk factors for point sampling were significant by chi-square test
(P =< 0.05) the variables non-vaccination, prolonged exposure of dog food in the
environment, hunting habit, presence of rodents; proximity of residences with open
sewers, and proximity of residences with vacant lots. No significant spatial
distribution was detected. Despite the low prevalence found in this study, it is
important to note that several risk factors associated with leptospirosis are present in
the studied area, such as high temperature, humidity, presence of domestic and wild
animals, and poor sanitary condition. This fact points to the possibility that other risk
factors not yet studied, participate in the epidemiology of this disease, which would
justify this prevalence. The recognized of the serovars of Leptospira spp. and their
spatial distribution in this city, help to understand the epidemiology of the disease
and to establish public health policies aimed its control.

Keywords: GIS, epidemiology, zoonosis.
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Introducao

A leptospirose € a zoonose mais disseminada mundialmente, reconhecida em
todos os continentes, exceto na Antartica, e foi detectada em todas as espécies de
mamiferos estudados (Adler e Moctezuma, 2009). E causada por espécies
patogénicas da bactéria Leptospira spp., sendo considerada uma doencga infecciosa
emergente, apresentando-se na forma de surto ou epidemia em diversos paises,
sobretudo naqueles com clima tropical, como o Brasil (Levett, 2001; WHO, 2003).

Nos ultimos anos, foram registrados surtos de leptospirose humana em
diversos paises como no Brasil (Barcellos e Sabroza, 2000; Sarkar et al., 2002),
Peru (Russel et al., 2003; Céspedes et al., 2004), Japdo (Narita et al., 2005),
Colébmbia (Gongora et al.,, 2008) e India (Vijayachari et al., 2008). A leptospirose
pode ocorrer enquanto uma doencga ocupacional, acometendo produtores rurais,
pescadores, médicos veterinarios, limpadores de fossa, entre outros, quando estes
sdo expostos aos ambientes contaminados pela urina dos animais domésticos e
silvestres infectados (Russel et al, 2003; Gongora et al., 2008). Pode também afetar
a populagcdo urbana, sobretudo em paises em desenvolvimento de clima tropical,
pelas deficientes condigcbes de saneamento basico destes paises (Brod et al., 2005;
Faria et al., 2008). Também pode ocorrer como uma doenca recreacional,
acometendo individuos que praticam atividades de esporte e lazer em ambientes
aguaticos, contaminados pela bactéria (Narita et al., 2005; Watson et al., 2007)

Ainda que diversos avancos tenham ocorrido em relacdo ao diagndstico de
leptospirose, na maioria dos paises em desenvolvimento este diagnostico ndo é
realizado de forma usual, uma vez que tanto o teste de soroaglutinacao
microscoépica (SAM) (WHO, 2003) quanto o diagnéstico molecular (Majed et al.,

2005; Ahmed et al., 2006; Adler e Moctezuma, 2009) sao procedimentos complexos,
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cujas técnicas sao restritas aos laboratérios especializados. Além disto,
considerando-se que a sintomatologia clinica da leptospirose é variada e néo
patognomoénica, diversos casos nao sao diagnosticados. Portanto, 0s casos
notificados representam apenas uma pequena parcela do numero real de casos de
leptospirose humana.

O ciclo continuo de transmissdo da doenca ao homem depende da
combinacéo de condi¢des individuais (comportamento, estilo de vida, historia clinica,
susceptibilidade), ambientais e sécio-econdmicas (Barcellos e Sabroza, 2000). O
homem adquire a leptospirose por meio de um reservatorio animal, sendo que a
transmissao entre humanos € praticamente inexistente (Adler e Moctezuma, 2009).
Desta forma, a epidemiologia da leptospirose humana reflete as interacfes entre os
seres humanos e os hospedeiros mamiferos infectados, e o conhecimento da
participacdo dos animais como mantenedores desta enfermidade é de fundamental
importancia (Vinetz, 2001).

A fonte de infecgcdo da leptospirose em humanos usualmente associa-se ao
contato direto ou indireto com a urina de animais infectados, sendo os roedores
agueles mais implicados com a disseminacao desta doenca (WHO, 2003). Depois
dos roedores, os caes exercem uma elevada importancia na epidemiologia da
leptospirose humana, pelo estreito contato mantido entre estas espécies,
representando um elo de transmissao da enfermidade (Lefebvre, 2003).

Para a melhor compreensdo da relagdo entre 0 espaco e 0 processo saude-
doenca, podem ser utilizados sistemas de informacao geogréfica (SIG) (Medronho e
Werneck, 2002), que consiste de um conjunto de dados ou base de dados
geograficos obtidos através do geoprocessamento, sensoriamente remoto ou

cartografia digital. Neste caso, existe o relacionamento entre dois tipos de dados:
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espaciais e geograficos. Os dados espaciais (ou geograficos ou de localizacao)
consistem em objetos graficos do mapa (limites politicos, territérios, entre outros). Ja
os dados de atributos sdo as variaveis descritivas que caracterizam ou se
relacionam com a base geografica (perfil socioeconémico, o tipo de clima, o tipo de
vegetacdo, a taxa de mortalidade, entre outros). A integracdo desses dados tornou
possivel uma melhor caracterizacdo e analise de dados espaciais, constituindo-se
numa ferramenta indispensavel no processo de gestdo dos riscos e planejamento
em saude (Barcellos et al., 2008).

Em estudos epidemiolégicos para leptospirose, a aplicacdo dos SIG revelou
grande utilidade na avaliacdo de fatores de risco. Em um estudo de caso-controle
em cées, Ghneim et al. (2007) aplicaram um SIG para avaliar a associacao entre a
densidade hidrografica e a localizacdo dos casos de leptospirose, verificando
correlacdo positiva. Tassinari et al. (2008) detectaram seis agrupamentos espaciais
em favelas da cidade do Rio de janeiro, verificando que a maior incidéncia de
leptospirose ocorreu no verao, devido ao elevado indice pluviométrico.

Objetivou-se a partir deste estudo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. em cdes do municipio de Ilhéus, Bahia, e descrever os potenciais
fatores de risco associados. Além disso, realizou-se uma analise espacial para
investigar quais aspectos da paisagem e padrbes de ocupacdo do espaco

influenciariam nesta soropositividade.
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Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Ilhéus (14° 47’ 20" de latitude sul e 39°
02’ 56” de longitude oeste), localizado na regido nordeste do Estado da Bahia, Brasil.
O municipio possui uma area territorial de 1.840, 991kmz (IBGE, 2002). O trabalho foi
desenvolvido, entre os meses de agosto a dezembro de 2008, na area urbana do
municipio de Ilhéus, abrangendo bairros com populacdo humana superior a 1000

habitantes.

Amostragem e mapa de localizacéo

A populacédo total de cées foi estimada a partir da populacdo humana
pertencente a zona urbana de llhéus, em 133.771 habitantes (IBGE, 2002). Para o
calculo de propor¢cdo cao/homem, foi utilizada a relagdo de 1:10, que redundou em
13.377 animais. O calculo do tamanho da amostra foi realizado pelo programa
Epilnfo 3.3.2, considerando-se um nivel de confianca de 95%, prevaléncia esperada
de 20% e erro estatistico de 5%, o que resultou em um N amostral de 241.

Para que essa amostra fosse distribuida proporcionalmente a populacao
humana residente em cada bairro, foram definidos 72 pontos de amostragem
considerando o total de bairros e a amostra de caes calculada. Para caracterizar a
distribuicdo dos pontos de amostragem, utilizou-se um mapa georreferenciado do
municipio de llhéus, disponivel nas bases cartograficas do IBGE (2002), que foi
modificado, de forma a transformar os setores censitarios em bairros. Foi sobreposto
a este mapa, imagens do satélite CBERS 2B (Satélite Sino-Brasileiro de Recursos

Terrestres) do sensor HRC (Camera Pancromatica de Alta Resolucédo), disponivel
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gratuitamente pela divisdo de geracdo de imagens do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais.

Posteriormente, os pontos de amostragem foram distribuidos aleatoriamente,
com o auxilio do programa ArcGIS 9.2 (Environmental Systems Research Institute,
Redlands, CA, USA), cujo numero de pontos por bairro foi proporcional a populacdo
residente (figura 1). De cada ponto de amostragem, foram colhidas amostras de
sangue de 4 caes distintos, em um raio de 100 m, o que resultou na ampliacdo do N
amostral de 241 para 288 animais. As coordenadas obtidas foram transferidas para
um Sistema de Posicionamento Global (GPS) usando o programa Trackmaker

(versao 13.3) e utilizados para localizar os pontos de amostragem a campo.

Inquérito aos proprietarios

Os proprietarios dos cédes tomaram conhecimento sobre o estudo, cujo
consentimento de participagao foi comprovado pela assinatura do termo de ciéncia e
autorizacdo. ApOGs a autorizagdo, foi aplicado um questionario semi-estruturado
relativo aos dados epidemiologicos associados a leptospirose, sobretudo em relacéo
aos fatores de risco. Desta forma, foram investigadas questdes ambientais e
individuais, com énfase naquelas relativas ao manejo do animal (ANEXO1).

O trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais

da Universidade de Santa Cruz (UESC), sob o protocolo n® 022/08.

Colheita sanguinea e a prova de SAM
De cada animal, foi colhido cerca de 10 mL de sangue, mediante puncgé&o
venosa cefalica ou jugular, com seringa descartavel de 10 mL e agulha 30 x 8 mm.

Este sangue foi processado no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
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Veterinario da UESC, onde foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, para
obtencédo do soro. O soro obtido foi acondicionado em microtubo de plastico de 1,5
mL e mantido em freezer a -20C até o momento da re alizacdo da técnica de SAM.

A deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foi realizado pela SAM,
segundo as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 1995), empregando-se 24
sorovares (Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae,
Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes,
Hardjo, Wolffi, Shermani e Tarassovi), mantidos no laboratério do Servico de
Diagnostico de Zoonoses, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, SP, em
meio de cultura semi-solido de Fletcher e liquido de Ellinghausen-McCullough-
Jonhson-Harris (EMJH) com albumina bovina Fracdo V, segundo Cohn, a 30°C, e
mantidos por repiques semanais.

Os soros foram triados na diluicdo de 1:100, e aqueles que apresentaram
50% ou mais de aglutinagdo foram titulados em uma série de diluicbes geométricas
de razdo dois. O titulo do soro foi a reciproca da maior diluicdo que apresentou
resultado positivo. Os antigenos foram examinados ao microscépio de campo
escuro, previamente aos testes, a fim de verificar a mobilidade e a presencga de auto-
aglutinagcdo ou de contaminantes. Caso um animal reagisse para dois ou mais
sorovares (coaglutinacéo), considerava-se como positivo o sorovar de maior titulo.
Considerou-se como ponto de corte, no presente estudo, o titulo de anticorpos anti-

Leptospira spp. iguais ou superiores a 1:100.

Andlise estatistica e espacial dos dados
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O estudo dos fatores de risco, considerando o ponto de amostragem, foi
realizado pelo teste de qui-quadrado, adotando-se um nivel de 5% de significancia
(Kaps e Lamberson, 2004). As analises foram realizadas com o auxilio do programa
Epilnfo 3.3.2.

A analise espacial foi conduzida em duas fases, seguindo a metodologia
proposta por Carpenter (2001). Na primeira fase, realizou-se a visualizacdo dos
resultados soroldgicos no espaco para verificar a existéncia de padrdes visiveis e na
segunda fase, realizou-se o teste de significancia, para a avaliagdo da presenca de
agrupamento espacial. A identificacdo de agrupamento espacial foi feita pelo método
proposto por Kulldorff e Nagarwalla (1995), conhecida como estatistica de varredura
espacial. Para aplicacdo deste método foi realizada uma analise puramente
espacial, aplicando-se o0 modelo de distribuicdo de Poisson. Para se obter um valor
de “p” seguro foram realizadas 999 interacdes, sendo considerados significativos
valores de p < 0,05. Essa andlise foi feita com o programa SaTScan (versao 8.0).

Para avaliar outras caracteristicas da distribuicdo dos resultados soroldgicos,
foram confeccionados mapas sobre o saneamento basico (IBGE, 2002) e elementos
da paisagem a partir de Moraes et al. (2007). Para tanto, utilizou-se o programa
ArcGis 9.2 ®, permitindo assim a sobreposicdo com os dados estudados. Tais dados
foram analisados pelo teste de qui-quadrado, adotando-se um nivel de 5% de

significancia (Kaps e Lamberson, 2004).
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Resultados

Das 288 amostras colhidas, foi possivel a analise de 282, havendo a perda de
6 amostras durante o processamento. Pela técnica de SAM, obteve-se positividade
para 20 amostras, representando uma prevaléncia de 7,1%. O intervalo de 95% de
confianca nos cédes amostrados estabeleceu os limites de ocorréncia entre 4,4% e
10,7%. Esses limites do intervalo de confianca estabelecem que, se outros estudos
forem realizados na mesma populacdo, espera-se que 95% desses também
permanecam com valores dentro desse intervalo (7,1% =* 3,6%).

A distribuicdo dos resultados sorolégicos em cada ponto foi representada por
circulos proporcionais correspondentes ao niumero de animais reagentes ao teste
(figura 2). Dos 72 pontos analisados, 15 apresentaram ao menos um animal
reagente ao teste, e em nenhum ponto foi observado 100% de positividade. Na
analise espacial efetuada pelo Satscan, ndo houve agrupamentos significativos em
relagéo aos resultados soroldgicos.

Dos sorovares testados, o sorovar copenhageni foi o mais prevalente,
seguido pelos sorovares bratislava, canicola, gryppotyphosa e patoc, e os titulos de
anticorpos aglutinantes variaram entre 1:100 e 1:800 de acordo com a figura 3.
Ocorreram dois casos de reacbes cruzadas, uma em relagdo aos sorovares
bratislava (1:100), autumnalis (1:400) e canicola (1:100); e outra entre 0S sorovares
bratislava (1:800) e javanica (1:100). Ambos reagiram para SOrogrupos
antigenicamente nao relacionados. Nos dois casos, o0 sorovar de maior titulo foi
considerado o mais provavel.

Analisando-se os fatores de risco por ponto de amostragem, foram
significativas pelo teste do qui-quadrado (P < 0,05) as variaveis nao-vacinacao;

periodo prolongado de exposi¢cao dos alimentos do cdo no ambiente; habito de caca;
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presenca de roedores; proximidade das residéncias com esgoto a céu aberto, e
proximidade das residéncias com terrenos baldios (tabela 1).

Em relacdo a imunizacdo para leptospirose, 20,2% dos caes haviam sido
vacinados, ao menos uma vez, e dentre estes 5,2% (n=3) apresentaram
soropositvidade no teste do SAM. Os sorovares reagentes foram grippotyphosa
(1:200); copenhageni (1:400); e reacdo cruzada entre autumnalis (1:400), bratislava
(1:100), canicola (1:100).

Em relacdo as analises obtidas a partir dos dados do IBGE, a figura 4 e figura
5 representam a distribuicdo do percentual da rede de esgoto e de fossa seéptica,
respectivamente, por bairro no municipio de Ilhéus. De acordo com a localizacdo dos
pontos, pode-se verificar que nao foi observada diferenca significativa na freqiéncia
de positividade em relacéo a rede de esgoto (tabela 2) e nem em relacdo a fossa
séptica (tabela 3).

A relagédo entre os pontos amostrados e a cobertura vegetal pode ser
visualizada na figura 6. De acordo com as caracteristicas do ambiente, foi observado
gue nas areas de mangues e mata obteve-se a maior freqiiéncia de positividade.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre estes e os locais onde a cobertura

vegetal estava ausente (tabela 4).
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Discusséo

A leptospirose é um problema de saude publica mundial, que possui maior
prevaléncia em areas tropicais umidas e subtropicais, onde se encontra a maioria
dos paises em desenvolvimento. Esta maior prevaléncia é atribuida as condicdes
climaticas e ambientais destas regides, que favorecem a manutencdo da Leptospira
spp. nestes habitats, em decorréncia da alta temperatura, umidade, presenca de
animais domeésticos e silvestres infectados, e baixa condicdo de saneamento basico
(Faine, 1999; WHO, 2003; Dias et al., 2007; Reis et al., 2008).

O local escolhido para este estudo apresenta um clima tropical (20°a 249 e
pluviosidade anual de 1500-2000 mm. Além disto, a regido sul da Bahia conserva a
parcela mais significativa da Mata Atlantica no Nordeste do Brasil, apresentando uma
grande riqueza de espécies da fauna e flora, sendo considerada como um dos
principais centros de endemismo da Mata Atlantica (Campanili e Prochrow, 2006).
Em relacdo aos animais domeésticos, estima-se que a populag¢do canina seja superior
a 13.000 animais na area urbana. Estes, muitas vezes, sdo mantidos de forma
peridomiciliar. Quanto as questdes sanitarias do municipio, estima-se que menos de
50% da populacao tenha acesso a rede de esgoto (IBGE, 2002).

Apesar de possuir diversos fatores de risco associados com a leptospirose, a
soroprevaléncia da Leptospira spp. na populacdo de caes deste estudo foi de 7,1%,
indice considerado baixo, em comparacdo aos estudos semelhantes realizados em
outras regides do Brasil (15-23%) (Mascolli et al., 2002; Batista et al., 2005; Silva et
al., 2006; Aguiar et al., 2007) e em outros paises (14-36%) (O’Keefe et al., 2002;
Stokes et al., 2007; Millan et al., 2008).

Neste estudo, diversos fatores de risco foram avaliados quanto a associacao

com a soroprevaléncia sendo significativa a variavel ndo-vacinacdo. No Brasil, para
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a imunizacdo de caes sao disponiveis comercialmente vacinas mdultiplas contendo
bacterinas dos sorovares icterohaemorrhagiae e canicola. Também ha a
disponibilidade de vacinas contendo as bacterinas dos sorovares pomona e
grippotyphosa, em associacdo as duas ja citadas. Estudos demonstraram que as
bacterinas presentes em vacinas sdo eficientes para a imunizacdo de caes,
entretanto, estas sdo para sorovares especificos, ndo havendo imunizacédo cruzada
com outros sorovares (André-Fontaine, 2006; Greene et al., 2006; Srivastava, 2006;
Minke et al., 2009). No presente estudo, observou-se que apenas 20% dos animais
haviam sido imunizados contra a leptospirose, em algum momento de sua vida.
Dentre os vacinados, 5,7% foram soropositivos, sendo que nenhum destes foi
reagente para o sorovar icterohaemorrhagiae, e em um destes houve reacao
cruzada para o sorovar canicola (1:100). Este resultado reforca a importancia da
imunizacdo como medida preventiva para o controle da leptospirose, e a
necessidade da conscientizacdo dos proprietarios dos cdes em relacdo a esta
pratica.

O manejo adequado da alimentacdo dos caes também deve ser considerado
como medida para o controle da leptospirose, uma vez que alimentos ou agua
deixados expostos por tempo prolongado no ambiente podem constituir-se como
meio de transmissdo, desde que contaminados com a urina de animais infectados,
sendo os roedores mais implicados neste caso (WHO, 2003). Neste estudo,
observou-se que ambos, periodo prolongado de exposicdo dos alimentos do céo no
ambiente e presenca de roedores, foram considerados como fatores de risco
associados a soroprevaléncia.

Também foram considerados como fatores de risco, a proximidade das

residéncias com esgoto a céu aberto e proximidade das residéncias com terrenos
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baldios. Esses dados também poderiam ser corroborados pelo SIG, no entanto,
ferramentas de geoprocessamento ndo foram utilizadas neste caso. Tal associagao
significativa possivelmente decorre do fato de que nestas areas ha o acumulo de
dejetos, residuos e lixo, o que atrai animais errantes e roedores, que quando
infectados pela Leptospira spp., contribuem para a disseminacdo do agente aos
individuos ali residentes (FUNASA, 2002). No Brasil, surtos da leptospirose foram
registrados em bairros com baixa infra-estrutura sanitaria (Maciel et al., 2008; Reis et
al., 2008), havendo também relatos da associacdo entre a presenca de aglutininas
anti-Leptospira spp. em cées e estas condi¢cdes (Brandespim et al., 2006).

Desde 1917, sabe-se que o0s roedores sdao 0s mais implicados nha
disseminacao da leptospirose ao homem (ldo et al., 1917), constituindo-se como
hospedeiros de manutencdo, sobretudo em relacdo aos sorovares
icterohaemorrhagiae e copenhageni, pertencentes ao mesmo sorogrupo (Levett,
2001). Nesse estudo, o sorovar copenhageni foi o mais prevalente, e este possui
como principal hospedeiro de manutencao a ratazana de esgoto (Rattus norvegicus)
(Faria et al., 2008), fato que provavelmente também ocorre no municipio de Ilhéus.

A nédo prevaléncia do sorovar icterohaemorrhagiae neste estudo pode refletir
uma caracteristica particular da epidemiologia da leptospirose nesta regido, uma vez
que existem variacdes entre o0s hospedeiros de manutencdo em relacdo a
localizacdo geografica (Levett, 2001). O que justifica a necessidade de trabalhos
epidemioldgicos em regides distintas para que haja uma melhor compreensao desta
enfermidade.

Neste estudo, o habito de caga dos cées foi apontado como fator de risco
para a soroprevaléncia da Leptospira spp. Animais silvestres como gamba (Didelphis

marsupialis), guaxinim (Procyon cancrivorous) e esquilos (Sciurus vulgaris) tém sido
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apontados como possiveis hospedeiros de manutencdo dos sorovares autumnalis,
gryppotyphosa, cynopteri, javanica e djasiman (Ward, 2002; Greene et al., 2006).
Estes sorovares também foram encontrados nesse estudo e sua ocorréncia pode
estar associada a frequéncia de positividade observada em areas de mata ou de
manguezais. Sendo assim, uma maior proximidade do homem com o ambiente
silvestre, poderia justificar a ocorréncia destes sorovares nos animais domiciliados
da zona urbana.

Em termos de epidemiologia e saude publica, a identificacdo do sorovar
baseado em testes soroldgicos continua a exercer elevada importancia para
diagnoéstico de leptospirose. Embora as técnicas de diagndstico molecular sejam
mais especificas (Majed et al., 2005; Ahmed et al., 2006; Adler e Moctezuma, 2009),
somente por meio dos testes sorolégicos € possivel o conhecimento dos sorovares
presentes numa determinada regido (Levett, 2007). Com isso, podem-se obter
informacdes sobre as provaveis fontes de infeccdo desta enfermidade entre os
animais, como também auxiliar na elaboracdo de vacinas mais direcionadas e
eficazes para o controle da doenca.

A despeito da baixa prevaléncia encontrada nesse estudo, € importante
ressaltar que diversos fatores de risco associados a leptospirose estdo presentes no
local estudado. Em um estudo de caso-controle em cées, Ghneim et al. (2007)
demonstraram que a exposi¢cdo dos cdes a animais silvestres e a areas com maior
indice pluviométrico foram fatores de risco importantes para a doenca. Em um bairro
carente do municipio de Botucatu, Faccioli et al. (2007) mostraram que a deficiéncia
na infra-estrutura sanitaria do bairro influenciou na alta soropositividade dos cées

(72%). Tal fato aponta para a possibilidade de que outros fatores de risco, ainda nao
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estudados, e associados com o0s hospedeiros de manutencdo, participem da
epidemiologia desta doenca.

Embora esse estudo ndo tenha identificado agrupamentos espaciais
significativos entre os pontos amostrados, as relacdes dos resultados sorologicos
com o ambiente podem ser notadas pela da visualizacéo e interpretacdo dos mapas
produzidos. A leptospirose, como outras doencas de forte influéncia de condigbes
ambientais, possui multiplos niveis de determinacdo. O estudo da sua distribuicdo
espacial permite a associacdo com fatores climaticos e ecologicos, e uma melhor

compreensao sobre a epidemiologia desta zoonose (Barcellos et al., 2003).

Conclusdes

Mesmo que em baixos indices, a soroprevaléncia para Leptospira spp. em
cées higidos no municipio de llhéus indica a presenca deste agente no meio, e a
possibilidade de disseminacdo para populagdo humana ali residente. O
conhecimento dos sorovares envolvidos, bem como de sua distribuicao espacial,
auxiliam na compreensao da epidemiologia desta enfermidade e no estabelecimento

de politicas de saude publica, que visem seu o controle.
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621 Tabelal
622 Distribuicdo do numero de cades e soropositividade em relacdo ao ponto de

623 amostragem, segundo as variaveis estudadas

624

Andlise univariada por ponto de amostragem

Variavel X2 n° pontos observados P
Vacinacdo

Sim 34,94 36 0,51
Nao 107,23 70 0,003**
Acesso de rua

Sim 81,61 69 0,14
Nao 97,05 62 0,003**
Alimento exposto por tempo prolongado

Sim 97,05 62 0,002**
Nao 72,03 62 0,17
Habito de caca

Sim 79,75 61 0,05**
Nao 82,21 70 0,15
Contato com outros animais

Sim 76,24 71 0,31
Nao 65,82 57 0,19
Presenca de roedores

Sim 91,27 69 0,03**
Nao 49,33 36 0,06
Proximidade com esgoto a céu aberto

Sim 39,84 27 0,05**
Nao 75,70 67 0,21
Proximidade com terrenos baldios

Sim 77,53 48 0,004**
Nao 52,88 57 0,63
Destino adequado do lixo

Sim 52 52 0,52
Nao 70 70 0,10

625 * (X?) teste de qui-quadrado, (P) probabilidade de ocorréncia ao acaso
626 ** valores significativos considerando-se P < 0,05.

627
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Tabela 2
Percentual de residéncias com rede de esgoto em relacdo aos resultados
sorologicos de anticorpos anti-leptospira em cées, distribuidos na area urbana do

municipio de Ilhéus, BA

% de
Pontos com Pontos com Total de
residéncias
animais nao- % animais % pontos %
com rede de
reagentes reagentes observados
esgoto
2,20-24,49 9 12.50 1 1.39 10 13.89
24 5-54,07 12 16.67 4 5.56 16 22.22
54,08-75,82 8 11.11 2 2.78 10 13.89
75,83-91,30 14 19.44 3 417 17 23.61
91,31-100 14 19.44 5 6.94 19 26.39
TOTAL 57 79.17 15 20.83 72 100

X2=1,35, P =0,8554
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Tabela 3
Percentual de residéncias com rede de esgoto em relacdo aos resultados
sorologicos de anticorpos anti-leptospira em cées, distribuidos na area urbana do

municipio de Ilhéus, BA

% de
Pontos com Pontos com Total de
residéncias
animais nao- % animais % pontos %
com fossa
reagentes reagentes observados
séptica
0-3,485 20 27.78 7 9.72 27 37.50
3,486-9,633 17 23.61 3 417 20 27.78
9,634-24,45 8 11.11 2 2.78 10 13.89
24.46-52 6 8.33 3 417 9 12.50
52,01-89,39 6 8.33 0 0.00 6 8.33
TOTAL 57 79.17 15 20.83 72 100

X2=3,27, P=0,5132
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Tabela 4

65

Tipo de cobertura vegetal em relacdo aos resultados sorolégicos de anticorpos anti-

leptospira em cdaes, distribuidos na area urbana do municipio de llhéus, BA

% de Pontos com Pontos com
Total de pontos
cobertura animais nao- % animais % %
observados

vegetal reagentes reagentes
Mata 15 20.83 5 6.94 20 27.78
Mangue 1 1.39 2 2.78 3 417
Auséncia de 41 56.94 8 11.11 49 68.06
cobertura
Vegetal
TOTAL 57 79.17 15 20.83 72 100

X2=4,63, P=0,09
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Resumo

O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira
spp. em cées do municipio de Ilhéus, BA, Brasil, em trés condic¢des distintas, animais
domiciliados da zona urbana (n = 282), animais domiciliados da zona rural (n = 77) e
animais errantes (n = 51). Para tanto, utilizou-se a técnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM), empregando-se uma colecdo de 24 variantes soroldgicas. Os
resultados indicaram que a frequéncia de anticorpos anti-leptospira observada nos
cdes da zona urbana foi de 7,1%, na zona rural foi de 16,9%, e em cées errantes foi
de 23,5%, quando consideradas reacfes para qualquer um dos sorovares.
Observou-se diferenca significativa entre as frequéncias das trés populacdes
estudadas (P < 0,0001). Dos sorovares testados, o sorovar Copenhageni foi 0 mais
freqiente na zona urbana (35%) e nos caes errantes (41,7%). Na zona rural, o
sorovar mais freqiente foi o Bratislava (46,2%). Estes resultados refletem as
diferencas nas questdes epidemioldgicas destas populagfes, sobretudo em relacao
aos fatores de risco e aos hospedeiros associados com a disseminagdo da
leptospirose. Também demonstra que os caes deste municipio, independente da sua
localizagdo, podem ser fontes de infeccdo para leptospirose, o que desperta
preocupacao do ponto de vista de saude publica, por se tratar de uma importante
zoonose. Ressalta-se a importancia do desenvolvimento de estudos sobre
leptospirose em condigBes e ambientes distintos de um mesmo municipio, para que
sejam melhores compreendidos seus aspectos epidemioldgicos, e tracadas medidas
de controle e prevencao para esta enfermidade.

Palavras-chaves: epidemiologia, zoonose, leptospirose.
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Abstract

This study aimed to investigate the occurrence of antibodies anti-Leptospira spp. in
dogs on the city of llhéus, Bahia, Brazil, in three different conditions, house dogs in
the urban area (n = 282), house dogs in the rural area (n = 77) and stray dogs (n =
51). The microscopic agglutination test (MAT) was used, with a collection of 24
serovars. The results indicated that the frequency of anti-leptospira observed in
house dogs in the urban area was 7.1%, in dogs from rural areas was 16.9%, and
stray dogs was 23.5%, considering the reactions for any of the serovars. There was
significant difference between the frequencies of three studied populations (P
<0.0001). Of the serovars tested, the Copenhageni was the most frequent in urban
area (35%) and in stray dogs (41.7%). The most frequent serovar in rural areas was
Bratislava (46.2%). These results reflect the differences in epidemiology of these
populations, particularly concerning about risk factors and the hosts associated with
the spread of leptospirosis. They also demonstrate that dogs of this city, regardless
of their location, can be a source of leptospirosis infection, an important zoonosis that
need a special attention on the Public Heath. We highlight the importance of
leptospirosis studies on different environments at the same city, for the best
understood of epidemiological features, and for the establishment of preventive
actions to control this disease.

Keywords: epidemiology, zoonosis, leptospirosis.
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Introducao

A leptospirose € considerada uma zoonose emergente de distribuicdo
mundial, causada por diferentes sorovares da bactéria Leptospira spp., acometendo
mamiferos (Levett, 2007; Adler & Moctezuma, 2009). Os animais infectados
excretam o0s microorganismos pela urina, contaminando o meio ambiente. Se as
condicbes de temperatura e umidade (Dias et al., 2007; Reis et al., 2008) forem
favoraveis a sobrevivéncia desta bactéria no ambiente, estas se multiplicam e
constituem fator de risco a infec¢cdo de outros animais, inclusive ao homem (WHO,
2003).

No Brasil, a leptospirose humana € endémica nos principais centros urbanos
(Sarkar et al.,, 2002; Tassinari et al., 2004; Reis et al.,, 2008), e surtos sazonais
ocorrem durante periodos de alta pluviosidade (Barcellos e Sabroza, 2001; Barcellos
et al., 2003; Tassinari et al., 2008). Segundo dados do ministério da Saude, entre os
anos de 1997 e 2008, foram registrados 39677 casos de leptospirose humana, com
indice de letalidade variando de 8,5 a 12,7% (BRASIL, 2009).

Para a compreensdao dos aspectos epidemioldgicos relacionados a
leptospirose, o reconhecimento dos hospedeiros de manutencdo € de fundamental
importancia, uma vez que estes participam da disseminagcdo do agente no meio
ambiente (Horsh, 1999). Dentre os hospedeiros de manutencao da leptospirose, 0s
roedores sao aqueles mais relacionados com a sua disseminagédo. No entanto, 0s
caes vém exercendo papel importante na epidemiologia desta enfermidade, devido
ao estreito contato mantido com o homem (Schreiber et al.,, 2005; Minke et al.,
2009).

Objetivou-se a partir deste trabalho estimar a ocorréncia de anticorpos anti-

Leptospira spp., em trés populagbes de cées distintas do municipio de Ilhéus, BA,
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Brasil: domiciliados da zona urbana, domiciliados da zona rural e errantes.
Determinou-se ainda a frequéncia dos principais sorovares envolvidos nesta

infeccéo.

Material e métodos
Local e populacédo de estudo

O estudo foi realizado no municipio de llhéus, estado da Bahia, localizado na
regido nordeste do Brasil (14° 47’ 20” de latitude sul e 39° 02’ 56” de longitude
oeste), com area territorial de 1.840, 991kmz2. Essa regido possui clima tropical, com
temperaturas entre 20°e 24°e regime pluviométrico anual superior a 1500-2000 mm
(IBGE, 2002).

A pesquisa foi conduzida entre os meses de janeiro a dezembro de 2008. Foi
realizado um estudo transversal para determinar a soroprevaléncia e 0s sorovares
implicados na infeccdo canina por Leptospira spp. em trés populacdes de caes: zona
urbana, zona rural e errantes.

Para calculo da amostra, a populagéo total de caes foi estimada a partir da
populacdo humana do municipio que € de 220.093 habitantes. Foi utilizada a relacao
de 1:10 para o calculo de propor¢do cdo/homem, que redundou em 22.093 animais.
O calculo da amostra foi realizado pelo programa Epilnfo 3.3.2, considerando-se um
nivel de confianca de 95%, prevaléncia esperada de 20% e erro estatistico de 5%,
resultando no N amostral de 243.

Baseado nos dados da populacdo humana de llhéus, verificou-se que a
proporcao entre zona urbana e rural era de 70:30, o que resultou no N amostral de
171 e 72 animais respectivamente. Na zona urbana, o N amostral foi ampliado para

282 para que houvesse uma distribuicdo homogénea da populacdo de cdes. Na
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zona rural, o N também sofreu ampliacéo, passando para 77, caso alguma amostra
fosse perdida. Para a populacédo de cées errantes, foi estabelecido um N amostral

de 51 caes.

Inquérito soroldgico, colheita sanguinea e processamento das amostras

O trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em experimentacio
animal da Universidade de Santa Cruz (UESC), sob o protocolo n® 022/08.

Antes da colheita sanguinea dos cées, os proprietarios tomaram conhecimento
sobre o estudo, cujo consentimento de participacédo foi comprovado pela assinatura
do termo de ciéncia e autorizacao.

Para os proprietarios dos caes domiciliados, da zona urbana e rural, foram
ainda aplicados questionarios estruturados, contendo informacfes sobre a
imunizacao dos caes contra leptospirose.

De cada animal, foi colhido cerca de 10 mL de sangue, mediante puncgé&o
venosa cefalica ou jugular, com seringa descartavel de 10 mL e agulha 30 x 8 mm.
Este sangue foi processado no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Veterinario da UESC (Universidade Estadual de Santa Cruz), onde foi centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos, para obtengcéo do soro. O soro obtido foi acondicionado
em microtubo de plastico de 1,5 ml e mantido em freezer a -20C até o0 momento da
realizacdo da técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM).

A deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foi realizado pela SAM,
segundo as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 1995), empregando-se 24
sorovares (Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae,
Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Grippotyphosa, Hebdomadis,

Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes,
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Hardjo, Wolffi, Shermani e Tarassovi), mantidos no laboratério do Servico de
Diagnostico de Zoonoses, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, SP, em
meio de cultura semi-solido de Fletcher e liquido de Ellinghausen-McCullough-
Jonhson-Harris (EMJH) com albumina bovina Fracdo V, segundo Cohn, a 30°C, e
mantidos por repigues semanais.

Os soros foram triados na diluicdo de 1:100, e aqueles que apresentaram
50% ou mais de aglutinacédo foram titulados pelo exame de uma série de diluicdes
geomeétricas de razdo dois. O titulo do soro foi a reciproca da maior diluicdo que
apresentou resultado positivo. Os antigenos foram examinados ao microscopio de
campo escuro, previamente aos testes, a fim de verificar a mobilidade e a presenca
de auto-aglutinacdo ou de contaminantes. Caso um animal reagisse para dois ou
mais sorovares, ele era considerado positivo para o sorovar de maior titulo.
Considerou-se como ponto de corte, no presente estudo, o titulo de anticorpos anti-

Leptospira spp. iguais ou superiores a 1:100.

Andlise estatistica
O teste de tendéncia linear do Qui-quadrado foi utilizado para avaliar as
diferencas entre as trés populacdes de caes estudadas. Essa analise foi realizada

no programa Epiinfo 3.3.2, adotando um nivel de 5% de significancia.
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Resultados

Neste estudo, a freqliéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. observada nos
cdes da zona urbana foi de 7,1%, nos caes da zona rural foi de 16,9%, e em caes
errantes foi de 23,5%, quando consideradas reacdes para quaisquer dos sorovares
utilizados como antigeno (Tabela 1). Pelo teste de tendéncia linear do Qui-quadrado,
obteve-se X2= 15,157, verificando que houve diferencas significativas entre as
populacdes estudadas (P < 0,0001).

Dos sorovares testados, o sorovar copenhageni foi o mais freqiente nas
populacdes de cdes domiciliados na zona urbana, como também naqueles cées
errantes. Na zona rural, o sorovar mais frequiente foi o sorovar Bratislava (figura 1).
Houve dois casos de co-aglutinacdo nos cées domiciliados na zona urbana e seis
casos ha zona rural, sendo estes apresentados na tabela 2. Nao houve casos de co-
aglutinacdo em cées errantes.

O teste de tendéncia linear em relagédo a vacinacdo dos caes, comparando-
se a populagdo domiciliada urbana e a rural, obteve X?= 0,689, verificando que n&o
houve diferenca estatistica significativa (P=0,40661). Os valores de odds ratio para
0s cées da zona urbana foram 1.00 quando vacinados e 1.47 para 0S nao-
vacinados. Para cées da zona rural, os valores foram 6.00 para aqueles vacinados e

2.94 quando nao-vacinados.
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Discussao

A leptospirose constitui-se em um importante problema de saude publica,
sendo emergente em varios paises, inclusive no Brasil. Neste estudo, constatou-se a
ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em caes do municipio de Ilhéus, sendo
observadas diferencas significativas entre a frequéncia destes anticorpos, em
relacdo as trés populacdes avaliadas.

Estes resultados refletem as diferencas nas questdes epidemiologicas destas
populacdes, sobretudo em relacdo aos fatores de risco e aos hospedeiros
associados com a disseminacdo da leptospirose. Segundo Gheim et al. (2007),
condicbes de saneamento basico, contato com roedores, proximidade com areas
gue possuam animais silvestres constituem-se como importantes fatores de risco
desta enfermidade.

A maior frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. neste estudo foi
observada na populacdo de animais errantes, que possuem facil acesso ao lixo e
maior exposi¢do aos ambientes contaminados com a urina de animais infectados,
sobretudo de roedores. Este risco torna-se maior em areas com baixas condi¢fes de
saneamento basico. Neste sentido, estima-se que menos de 50% da populag¢édo do
municipio de Ilhéus tenha acesso a rede de esgoto (IBGE, 2002).

A maior frequéncia observada para o sorovar Copenhageni nas populacoes
de caes errantes e naqueles domiciliados da zona urbana, aponta para a
participacdo dos roedores sinantropicos na transmissdo da Leptospira spp. neste
municipio, indicando a necessidade de controle da populacéo de roedores. Para que
haja o efetivo controle, as a¢bes ndo devem ser apenas direcionadas para o

exterminio desses animais, mas também devem visar o conhecimento de sua
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biologia, habitos comportamentais, habilidades e capacidades fisicas associado ao
ambiente onde estdo instalados (FUNASA, 2002).

Além disso, € recomendavel a inclusdo do sorovar Copenhageni na bateria
de antigenos dos testes sorologicos para cdes e humanos em que haja a suspeita
desta enfermidade, uma vez que surtos de leptospirose humana em diversas partes
do pais tém sido atribuidos a esse sorovar (Sarkar et al., 2002; Romero et al., 2003;
Brod et al., 2005; Maciel et al., 2008; Reis et al., 2008).

Reacbes cruzadas entre o sorovar Copenhageni e o0 sorovar
Icterohaemorrhagiae seriam esperadas, pois ambos pertencem a mesmo sorogrupo
e possuem os roedores como hospedeiro de manutencdo (Levett, 2001). A
inexisténcia de anticorpos reagentes ao sorovar Icterohaemorrhagiae nas trés
populacdes estudadas pode indicar que nesta regido outros fatores epidemiolégicos
estejam envolvidos com a disseminacdo da leptospirose, sobretudo no que condiz
aos hospedeiros acometidos.

No meio rural, diferentes espécies animais compartilham o mesmo ambiente,
0 que pode promover a associacao e adaptacédo de agentes aos novos hospedeiros.
Nos caes domiciliados na zona rural, o sorovar Bratislava foi o mais encontrado,
possivelmente devido a exposi¢cdo destes com animais de producdo (Araujo et al.,
2005; Mineiro et al., 2007; Chiareli et al., 2008) ou até mesmo silvestres (Girio et al.,
2004; Jung et al., 2007). Foi observado também que 10% dos animais domiciliados
na zona urbana foram reagentes a este sorovar. Este fato pode estar associado ao
constante processo de urbanizagdo, uma vez que o crescimento das aglomeragcdes
urbanas, em ambientes antes rurais, somados a baixa infra-estrutura sanitaria,
aumentam o risco de infeccdo por Leptospira spp., tornando assim, possivel a

adaptacao desses microorganismos a outros hospedeiros.
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Assim como o sorovar Bratislava, reacfes para o sorovar javanica seriam
mais esperadas em ambientes rurais e silvestres. Bolin (1996) considera que o0s
cées sejam hospedeiros acidentais deste sorovar, uma vez que estes possuem 0s
animais silvestres como hospedeiros de manutencdo, que servem como reservatorio
para infeccdo (Ward, 2002; Greene et al., 2006).

O contato direto ou indireto com a urina dos hospedeiros de manutencao
pode causar infeccdo em outras espécies. Neste sentido, a regido sul da Bahia
conserva a parcela mais significativa da Mata Atlantica no Nordeste do Brasil,
apresentando grande diversidade de animais silvestres, incluindo espécies
endémicas (Campanili; Prochrow, 2006). O que pode justificar a ocorréncia destes
sorovares em animais errantes ou naqueles domiciliados na zona urbana. E
importante ressaltar que existem variacdes entre os hospedeiros de manutencdo em
relacdo a localizacdo geografica. Tal fato justifica a necessidade de trabalhos
epidemioldgicos em regides distintas, para que haja uma melhor compreenséo desta
enfermidade (Levett, 2001).

A frequéncia de anticorpos para o sorovar Patoc, observada nos cées deste
estudo, possivelmente decorre de reagdes cruzadas, uma vez que este representa
um sorovar apatogénico, que apresenta reagdes cruzadas com diversos sorovares
patogénicos (Aguiar et al., 2006; Aguiar et al., 2008). Sabe-se que sorovares
antigenicamente relacionados sao capazes de induzir reagbes cruzadas, sem
necessariamente possuirem uma implicacdo clinica ou epidemiolégica comum
(Rosseti et al., 2005).

Entretanto, em um dos cdes da zona urbana, observou-se altos titulos do
sorovar Patoc (1:3200), com reacao cruzada para os sorovares Castellonis (1:400),

Sentot (1:400). O referido animal apresentava manifestacédo clinica compativel com
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leptospirose, sendo caracterizada por insuficiéncia renal aguda. Destaca-se que a
maior titulacdo observada foi em relacdo a um sorovar saproéfita, que ndo provocaria
reacoes ao seu hospedeiro (Levett, 2001). Este resultado pode indicar um potencial
patogénico deste sorovar, ou representar uma reacao antigénica a um sorovar nao
avaliado, o que requer mais estudos.

Neste estudo, o sorovar Canicola ocorreu em baixa frequéncia nas trés
populacdes estudadas, em torno de 9%, e em todos os casos apresentando reacdes
com baixos titulos de anticorpos (1:100). Esta titulacdo geralmente associa-se a
prévia infeccado ou vacinacao (Greene et al., 2006). Alguns trabalhos apontam para
um decréscimo na ocorréncia destes sorovares em populacdes de caes, devido a
imunizacdo dos animais com esta bacterina (Silva et al., 2006; Aguiar et al., 2007).
Ainda que em baixa freqiiéncia, o achado do sorovar Canicola alerta para o fato de o
cao se constituir como importante fonte de infec¢cdo da doenca para o homem, uma
vez que o cdo representa o principal hospedeiro de manutencdo desse sorovar
(Greene et al., 2006).

Uma das formas mais recomendadas para prevenir a leptospirose € pela
imunizacao dos caes. Contudo, nem sempre esta imunizagdo € bem sucedida, pois
ndo abrange a maioria da populacdo canina; € conferida por um curto periodo de
duracdo (entre 6 a 14 meses); e por ser sorovar especifica, ndo h& imunizacao
cruzada com outros sorovares (André-Fontaine, 2006; Greene et al., 2006;
Srivastava, 2006; Minke et al., 2009).

Neste estudo, dentre os cées soropositivos na zona urbana e rural, verificou-
se gue 5,2% e 6,5%, respectivamente, receberam vacinagdo pelo menos uma vez
até o momento do estudo. Essa baixa taxa de prevencao reflete a necessidade de

conscientizar os proprietérios sobre os fatores de risco associados a doenga, e a
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importancia de enfatizar a pratica da imunizacdo dos cdes como medida preventiva
da leptospirose, uma vez que ja sdo disponiveis vacinas que protegem contra a
manifestacéo clinica da doenca e o estado de portador renal (Klassen et al., 2003;

Schreiber et al., 2005).

Conclusbes

Os dados apresentados no presente estudo demonstram que os caes do
municipio de llhéus, Estado da Bahia, independente da sua localizacdo podem ser
fontes de infeccao de leptospirose, 0 que desperta preocupacdo do ponto de vista de
saude publica, por se tratar de uma importante zoonose. A freqiéncia dos sorovares
variou conforme a populacéo estudada, revelando a importancia do desenvolvimento
de estudos sobre leptospirose em condi¢cdes e ambientes distintos de um mesmo
municipio, para que sejam melhor compreendidos seus aspectos epidemiologicos, e
tracadas medidas de controle e prevencdo para esta enfermidade. E importante
salientar ainda sobre a necessidade de se controlar a populacdo de caes errantes,

pelo controle da reproducéo e estimulo da posse responsavel.
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Tabela 1
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Distribuicdo dos sorovares e suas respectivas porcentagens, determinados pelo

teste de soroaglutinacdo microscopica, em diferentes populacbes de caes do

municipio de Ilhéus, BA.

Sorovares Zonaurbana % Zona rural % Caes errantes %
autumnalis 2 10 - - - -
bataviae - - - - 1 8,3
bratislava 2 10 6 46,2 - -
butembo - - 1 7,7 - -
canicola 2 10 1 7,7 1 8,3
castellonis - - 1 7,7 - -
copenhageni 7 35 - - 5 41,7
cynopteri 1 5 - - 1 8,3
djasiman 1 5 - - - -
gryppotyphosa 2 10 - - - -
hardjo - - - - 1 8,3
hebdomadis - - 1 7,7 - -
javanica 1 5 - - 2 16,7
patoc 2 10 3 23,1 - -
pyrogenes - - - - 1 8,3
total 20/282 - 13/77 - 12/51 -
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Tabela 2
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Reacdes cruzadas de anticorpos anti-leptospira detectadas pelo teste de

soroaglutinacdo microscopica em diferentes populacdes de cdes do municipio de

llhéus, BA
Populacdo Caes Sorovares Sorovares de Menores
de cées soropositivos reagentes menor titulo Titulos
Rural 1 bratislava/ hardjo Hardjo 100
1 bratilasva/ Autumnalis 100
autumnalis
2 bratislava/ Castelonis 100
castellonis
1 canicola/castellonis  Castelonis 100
1 castellonis/sentot/pat castellonis, sentot 400/400
oc
Urbana 1 autumnalis/bratislava bratislava, 100/100
/canicola canicola
1 bratislava/ javanica  Javanica 100
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Tabela 3
Associacdo entre a reatividade ao teste de soroaglutinacdo microscopica e a
vacinacdo para leptospirose, em caes domiciliados da zona urbana e da zona rural

do municipio de llhéus, BA

Reagentes N&o-reagentes Total Odds ratio
zona urbana
vacinados 3 54 57 1
nao-vacinados 17 208 225 1.47
zona rural
vacinados 5 15 20 6
nao-vacinados 8 49 57 2.94
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Fig. 1. Reatividade ao teste de soroaglutinacdo microscépica, de acordo com
sorovares e seus respectivos titulos aglutinantes anti-leptospira, em cées do
municipio de Ilhéus-BA. A- domiciliados na zona urbana. B- domiciliados na zona

rural. C- caes errantes.
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ANEXO 01

Identificacéo:

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu, portador (a) do

RG/CPF numero declarogsadevidos fins legais que estou ciente e

autorizo o animal da espécie canina, raca
, Sexo , idade , & participar da pesquisa

“Soroprevaléncia e fatores de risco associadogtadpirose canina no municipio de llhéus, Bahiab, s
coordenacdo da Prof2 Roueda Abou Said e a da aestuda pods-graduacdo Manuella Oliveira
Lavinsky, que consiste na coleta de amostra saeguwla cdo com a aplicagcdo de um questionario com
relacdo aos fatores de risco associados a doengeptdspirose € uma doenca infecto-contagiosa
emergente em paises tropicais, que acomete saeresbs e animais domeésticos e silvestres. Constitui-
se como uma zoonose, sendo roedores e caes apasrfontes de transmissédo desta enfermidade ao
homem. Os resultados obtidos neste projeto estsufmtos as publicacdes cientificas, em que o
anonimato sera garantido.

llhéus, de de 2008.

Assinatura do proprietario

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1.Endereco: n° bairro:

2. Porte: () pequeno () médio () grande () giga3. Telefone:
4. Temperamento: () sanguineo () linfatico

5. PROFILAXIA DO ANIMAL
5.1. Vacinacgao: () sim () ndo
Se a resposta for sim: () 6ctupla () déctuplarft)rdbica () vacina ndo-ética ( ) vacina leptase () outras
quall/is
5.2.Se o0 animal recebeu a vacinou Octupla, déctuplaacina especifica para leptospirose:
5.2.1. A. Qual marca da vacina?

5.2.2. B. Qual o protocolo de vacinacgao utilizado?

5.2.3. C.Quando foi a ultima vez que vacinou?

6. ALIMENTACAO DO ANIMAL
6.1 Alimenta-se:
() comida caseira. Qual?

() racdo. Qual?

6.2. Se for racdo: () a granel () saco fechado

6.3. ApOs a abertura do pacote de ragéo, a ragao(fj no proprio pacote de ragcdo () em vasitbhaedado
6.4 A alimentacao € oferecida quantas vezes aq(gli&® () 2x () 3x () 4x

6.5 De modo geral, o animal come tudo de uma s (&sim () ndo

6.6 Os potes de alimento sédo lavados antes deacaaimento? ( ) sim ( ) nao

Se a resposta for sim, pode-se dizer que € fregdefit) sim () nao

6.7 O animal tem habito de caca? () sim () ndo
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O que ele costuma cagar?

6.8. Em relacdo a agua ofertada:
6.8.A. Qual a origem da agua que o animal bebe&™asa () mineral () poc¢o ndo artesiano () potEsiano
6.9.B. A 4gua é trocada ou substituida mais dewanao dia? ( ) sim ( ) néo

7. MANEJO DO ANIMAL

7.1 O animal toma banho de rio? () sim () néo

7.2 O animal toma banho de mar? () sim () ndo
7.3 Faz uso de algum medicamento? () sim () nao
Se sim, quall/is

7.4 Ja apresentou doencas anteriormente? ())si@d.
Se a resposta for sim, qual/is

7.5 Sobre a ocorréncia de ectoparasitas: () p@lpaarrapatos () ambos () nenhum
7.6 Status reprodutivo: () castrado () ndo-cdst(g prenhe () ndo entrou no cio
Observacgdes importantes (se necessario):

7.7 Aonde o animal faz xixi? () dentro de casaguiptal () rua () mata

7.8 O animal ja apresentou sangue na urina? ( § 9iméo

7.9 O animal ja ficou com o corpo amarelo (ictérialguma vez? () sim ( ) ndo
7.10 O animal possui contato com outros animajstng () nao

Caso a resposta seja afirmativa. Qual/is?

7.11 O animal tem acesso arua? () sim () ndo

Se a resposta for sim, 0 acesso a rua é supei®dr( ) sim () ndo
7.12 Qual o tipo de ambiente que o animal vive?

() grama () terra () acimentado () piso ( yosit

7.13 O animal viaja/viajou para outra cidade?if) (s ) nao

Se a resposta for sim, Qual (is) e quando?

8. HABITACAO

8.1 A propriedade possui agua encanada? () sijméao

8.2 A propriedade possui rede de esgoto? (] simao

Se a resposta for sim, os dejetos vao para:i¢ ( r) fossa séptica ( ) sistema de tratamento
Tem proximidade com esgoto a céu aberto? ( )$imnao

8.3 O lixo é recolhido diariamente por 6rgao res@orl? () sim ( ) ndo

Se a resposta for ndo, qual a freqiiéncia em qgue é toletado? ( ) raro ( ) uma vez por semana
() algumas vezes na semana ( ) uma vez no mgsi€¢imado

8.4. O animal ja teve contato com o lixo da resi@®h( ) sim () ndo

Se a resposta for sim, € freqiiente o contato chmo®( ) sim ( ) nao

8.5. A propriedade tem proximidade com areas aksfa¢l) ndo () sim distancia:
8.6. A propriedade tem proximidade com rios? (9 fiisim distancia:
8.7 A propriedade tem proximidade com terrenosibg®l( ) ndo () sim distancia:
8.8 A propriedade ja sofreu com enchentes? ( Jysiamdo ( ) ndo
8.9. O animal ja estava na residéncia quando acarenchente? ( ) sim ( ) ndo

8.10. Roedores/ratos ja apareceram na residéncjasird ( ) nao

Se a resposta for sim, € provavel que eles tenh&nade em contato com o animal? ( ) sim @9 n
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TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should be
made in the text to each illustration.

3. lllustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. lllustrations
should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible, any lettering
should he in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of the journal.

5. If a scale should given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that must be
changed with reduction.

6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed on a
separate sheet of the manuscript.

7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should kept to a
minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared free-of-
charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour illustrations can only be included in
print if the additional cost of reproduction is contributed by the author: you would receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please note that because of
technical complications which may arise by converting colour figures to ‘grey scale' (for the printed
version, should you not opt for colour in print), you should submit in addition usable black and white
figures corresponding to all colour illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL: =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound clips
and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
your article in Elsevier web products, including ScienceDirect: =+http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data is provided in
one of our recommended file formats. Authors should submit the material together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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Formulae

1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.

2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca** , not as Ca™".

6. Isotope numbers should precede the symbols, e.g. %0,
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very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
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Footnotes
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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