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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi investigar a prevaléncia da leptospirose em caes
no extremo sul do municipio de Sado Paulo e determinar os fatores de risco
associado a infeccdo. Foram examinadas 198 amostras de soro sanguineo de
cdes que participaram das campanhas de esterilizagao cirdrgica nas regides de
abrangéncia das Supervisdo de Vigilancia em Saude de Parelheiros e da
Capela do Socorro colhidas no periodo de agosto de 2015 a julho de 2016.
Todas as amostras de soro foram submetidas a prova de soroaglutinacéo
microscopica (SAM). Os proprietarios responderam a um questionario
epidemiologico para cada céo, elaborado de modo a fornecer dados com o
intuito de verificar a auséncia ou presenca de algumas condicfes que podem
atuar como possiveis fatores de risco para leptospirose canina. A prevaléncia
de animais sororreagentes encontrada foi de 10,1% sendo Butembo e
Grippothyphosa os sorovares mais prevalentes. Também foram encontradas
reacoes para os sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Pomona e Guaicura. A variavel presenca de roedores (p = 0,023) foi a Unica
identificada como fator de risco associado a sororreatividade para leptospirose.
Os resultados servem como um alerta em relacéo a possibilidade de exposicédo
humana aos fatores de risco para a leptospirose a que estdo expostos estes
caes, e reforca a necessidade de programas de controle da populagéo de céaes,

através do controle da reproducao e estimulo da posse responsavel.

Palavras-chave: Leptospirose canina; soro prevaléncia; fator de risco; controle

populacional.



ABSTRACT

The objective of this research was to investigate a prevalence of leptospirosis in
dogs in the extreme of the city of Sdo Paulo and to determine the risk of risk
associated with the infection. A total of 198 blood serum samples from dogs that
participated in the surgical sterilization campaigns were examined in the areas
covered by Parelheiros Health Surveillance and the Capela do Socorro from
August 2015 to July 2016. All serum samples Microscopic serum agglutination
test (SAM). The owners answered an epidemiological questionnaire for each
dog, elaborated of data in order to verify the absence or the presence of some
conditions that can update as possible risk factors for canine leptospirosis. The
prevalence of seroreagent animals was found in 10.1% by Butembo and
Grippothyphosa the most prevalent serovars. Reactions were also found for the
serovars Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona and Guaicura.
The presence of rodents (p = 0.023) was identified as a risk factor associated
with seroprevalence for leptospirosis. The results serve as an alert regarding
the possibility of exposure to risk of a leptospirosis to which these dogs are
exposed, and reinforce a need for programs to control the population of dogs
through reproductive control and stimulus of responsible possession.

Keywords: Canine leptospirosis; Serum prevalence; risk factor; Population

control.
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1. INTRODUCAO

1.1.Conceituagéo

A leptospirose é uma doenca infecto-contagiosa, causada por bactérias
do género Leptospira. Trata-se de uma zoonose de distribuicdo mundial que
acomete diversas espécies de animais silvestres, domésticos e seres

humanos.

Os primeiros trabalhos sobre leptospirose em animais domésticos do
Brasil foram de DACORSO FILHO e AZEVEDO & SANTOS? ambos entre
1940 a 1950 relacionados com estudos em cées. Nestes animais a doenca &
também conhecida como moléstia de Weil canina, tifo canino ou moléstia de
Stuttgard®.

A leptospirose é uma doenca de notificagdo compulséria ao servigco
veterinario oficial, composto pelas unidades do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento e pelos Orgdos Estaduais de Defesa Sanitaria
Animal, em atendimento ao art. 5° do Anexo do Decreto no 5741, de 30 de
marco de 2006,

1.2. Etiologia

O agente etiolégico da leptospirose é uma bactéria espiroqueta
pertencente a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género
Leptospira, cuja espécie Leptospira interrogans € considerada a causadora da
patogenia, e a espécie nao patogénica, saprofita € denominada Leptospira

biflexa®.

Esta classificacdo baseia-se em testes sorologicos que resultam na
determinacdo de diferentes sorovares 0s quais sdo distinguidos pela

heterogeneidade estrutural dos carboidratos do lipopolissacarideo (LPS). Os
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sorovares antigenicamente relacionados sdo agrupados em sorogrupos®’.
Atualmente, sdo conhecidos mais de 250 sorovares, distribuidos em 24
sorogrupos®. Nesta classificacdo antigénica, determinado sorovar pode ser
encontrado em varias espécies e 0s sorovares do mesmo sorogrupo podem
apresentar reatividade cruzada, causando reacdes inespecificas entre esses
sorovares, levando a certa dificuldade no diagnéstico soroldgico, essa reacao é
chamada de coaglutinacdo®.

A determinacéo do sorogrupo e/ou sorovar de uma amostra isolada pode
ser realizada por meio do teste de reacdo da absorcéo de aglutininas ou por
técnicas de biologia molecar métodos restritos a laboratoérios especializados ou

de referéncia®®.

As leptospiras sdo bactérias espiraladas muito finas (com 0,1 um de

811 & extremidades em forma

didmetro e comprimento variando de 6 a 20 pm)
de gancho (Figura 1). Sdo aerdbicas estritas, de crescimento lento com divisdo
celular em torno de sete a doze horas. As culturas em meio liquido levam cinco
a sete dias para atingir crescimento em temperatura em torno de 28°C a 30°C
para serem utilizadas como antigeno & ** 1213,

Por serem muito finas, séo visualizadas por microscépio de campo
escuro ou contraste de fase e sdo fracamente coradas pelos corantes anilicos,

entretanto, sdo visiveis quando coradas pela prata® °.

Figura 1 — Microscopia eletronica da Leptospira interrogans. (A) Observa-
se caracteristicas de extremidades em gancho. (B) Em alta ampliacdo a

superficie da espiroqueta.

Fonte: (Mohammed et al 2011)*.
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As leptospiras séo bastante sensiveis a luz solar direta, aos
desinfetantes comuns e aos antissépticos. O periodo de sobrevida das
leptospiras na agua varia segundo a temperatura, o pH, a salinidade e o grau

de poluicéo. Sua multiplicacdo é 6tima em pH compreendido entre 7,2 a 7,4%.

No meio ambiente, sobrevivem bem em terrenos umidos, corregos,

lagos e locais com excesso de umidade™”.

1.3.Epidemiologia

Os animais infectados pelas leptospiras podem ser classificados em
hospedeiros acidentais, hospedeiros de manutencdo e/ou reservatérios. Sendo
que os hospedeiros de manutencdo sdo 0S responsaveis por manter esta
doenca na natureza, por meio da infeccdo crbnica de seus tubulos renais,
eliminando as leptospiras no ambiente pela urina (leptospiruria). J& nos
hospedeiros acidentais, ndo possuem importancia na disseminacdo de
leptospirose e a doenca nesses depende da viruléncia e patogenicidade do

sorovar infectanteg.

Em relacdo aos hospedeiros, os cées sdo considerados hospedeiros de
manutencdo do sorovar Canicola e o rato de esgoto (Rattus norvegicus) dos
sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. Os suinos, bovinos e o0s
animais silvestres sdo hospedeiros de manutencdo dos sorovares Pomona,
Hardjo e Grippotyphosa, respectivamente (Quadro 1) . A ocorréncia de
diferentes sorovares de leptospiras no homem e nos animais domésticos esta
na dependéncia de reservatérios existentes no ecossistema onde vive o

hospedeiro acidental™®.
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Quadro 1 - Hospedeiro de manutencdo dos sorovares de Leptospira spp.

mais frequentemente envolvidos na infec¢cao de caes no mundo.

Sorogrupo Hospedeiro de Manutencgéo
Canicola Céao
Icterohaemorrhagiae Rattus norvegicus
Copenhageni Rattus norvegicus
Pomona Bovino, suino, gamba
Hardjo Bovinos
Grippotyphosa Gamb4, guaxinin, ratazana
Australis Rato, camundongo
Autumnalis Camundongo
Batavia Cao, rato, camundongo
Bratislava Rato, suino, cavalo
Cynopteri Morcego
Wolfi Morcego
Pyrogenes Rattus norvegicus

Fonte: (Hagiwara et al 2015 — Adaptado)™

Muitas espécies de animais podem atuar como reservatérios de

leptospiras para outros animais silvestres ou domeésticos e mesmo para
humanos. Segundo Oliveira, Arsky e Caldas 2013 todos os animais s&o

susceptiveis a doenca e podem atuar como fonte de infeccao.

A doenca apresenta distribuicdo cosmopolita, ou seja, mundial sendo
mais prevalente em paises com clima tropical e em desenvolvimento, como no
Brasil®. Neste pais, a leptospirose canina é considerada um problema sanitario
de grande importancia, ndo somente pela gravidade de sua patogenia, mas

também pelo risco potencial de contagio aos seres humanos®’.

No Brasil, a doenca é endémica tornando-se epidémica em periodos

chuvosos que favorecem a ocorréncia de enchentes principalmente nas

18-20

capitais e areas metropolitanas em periodos chuvosos Por isso, a
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leptospirose é considerada uma doenca socioecondmica, acometendo,
usualmente pessoas em areas e condi¢cbes inadequadas de saneamento
bésico, com profissées de baixo nivel de remuneracdo, que habitam ou
trabalham em locais com mas condicdbes de saneamento como 0S
trabalhadores de esgotos, mas também acomete profissionais que estdo em
constante contato com animais reservatorios da doenca como os agricultores,
pecuaristas, laboratoristas, veterinarios, acougueiros e o0s de limpeza
publica™?",

Na uma revisdo sobre leptospirose canina no Brasil, realizada por
Hagiwara et al em 2015 foi constatada uma diferenca no perfil
epidemioldgico da leptospirose canina entre as regides brasileiras estudadas.
Nas regides Sul e Sudeste observou maior frequéncia de reagentes para 0s
sorogrupos Canicola, Pyrogenes, Copenhageni, enquanto no Norte e Nordeste
observou maior frequéncia de sorovares Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa.
Essa variacdo provavelmente esta relacionada a existéncia de reservatorios e

exposicao dos cédes ao risco de infec¢ao.

No municipio de Sdo Paulo, Santa Rosa et al. (1970)? investigaram a
leptospirose em 426 cées durante nove anos. O método utilizado foi o de
soroaglutinacdo microscoépica (SAM) com uma colecdo de 17 sorovares de
leptospiras: Copenhageni, Canicola, Pomona, Grippotyphosa, Guidae,
Sawajizak, Wolffi, Australis, Bataviae, Brasiliensis, Castellonis, Panama,
Pyrogenes, Javanica, Autumnalis, Butembo e Patoc. Das amostras analisadas
14% foram reagentes, com titulos que variaram de 200 a 12.800 e nestas o
sorovar Icterohaemorrhagiae com 75% foi 0 que mais prevaleceu. Houve,
também, evidéncias soroldgicas para 0s sorovares Canicola com 13,33%,
Sejroe com 3,33%, e com 1.66% os orovares Pomona, Tarassovi, Australis,

Bataviae e Pyrogenes.
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1.4. Transmissao

A transmisséo da leptospirose pode ocorrer de forma direta ou indireta.
A forma direta ocorre, geralmente pelo contato com sangue ou urina de animais
infectados, por transmissao venérea, placentaria, pele ou mucosa, e a forma
indireta, ocorre por meio da exposicdo dos susceptiveis & ambientes

contaminados??.

Dentre os animais domésticos urbanos, o céo, pelo seu habito domiciliar,
e pelo fato de viver em contato direto com o homem, tem sido identificado
como elemento importante na transmisséo da leptospirose ao homem?® Dentre
estes, 0os que vivem em areas urbanas, em condi¢cbes sanitarias e de
infraestrutura precérias, junto a lixbes, esgotos a céu aberto, depdsitos de
materiais descartados, restos alimentares e com contato com outras espécies

animais, apresentam maior risco de adquirirem a leptospirose®.

1.5.Patogenia

A patogenia da leptospirose € considerada complexa, pois esta
relacionada a fatores como viruléncia do sorovar infectante localizacdo do

micro-organismo e adaptabilidade ao hospedeiro susceptivel 2.

Apbés a entrada no hospedeiro, através da pele ou mucosas, as
leptospiras sdo expostas ao sistema inato de defesa que geralmente
desarmam e removem as estirpes invasoras saprofitas, mas nao das
patogénicas. A infeccédo inicial é seguida pela bacteremia que persiste por um
periodo de uma a duas semanas, apo0s o inicio da doenga aguda. As
leptospiras patogénicas interagem com muitos componentes da matriz
extracelular do hospedeiro e algumas proteinas como as adesinas e
endotoxinas derivadas da membrana externa facilitam que ocorra a invasao e

colonizagao?.

Nesta fase a bactéria se dissemina pela circulagdo sanguinea e

multiplica-se ativamente no endotélio dos vasos, no sistema linfatico, liquor e
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em diferentes 6rgdos parenquimatosos (rim, figado, pulmdes, baco, olhos, trato
geniturinario e sistema nervoso central), caracterizando o quadro agudo ou
sistémico da doenca, denominado leptospiremia® °,

As lesdes nos 6rgdos sdo caracterizadas por dano celular consideravel
mesmo em presenca de poucos micro-organismos, sugerindo o envolvimento
de fatores toxicos das espiroquetas e de citocinas inflamatérias produzidas pelo

préprio hospedeiro em resposta a invaséo bacteriana®®.

O periodo de incubacéo, até o inicio dos primeiros sinais clinicos leva de
cinco a dez dias. A resposta sérica do hospedeiro ocorre cerca de sete dias
pés-infeccdo, mediante a producédo de anticorpos, promovendo o clearance das
leptospiras no organismo, embora a bactéria possa permanecer em locais de
dificil acesso do sistema imune, como nas células dos tibulos renais®. Sendo
eliminado pela urina, de forma intermitente (leptospidria), A eliminacéo renal do
micro-organismo ocorre desde 72 horas apos a infeccao até semanas a meses
nos animais domésticos e por toda vida nos roedores®’. Durante a leptospitiria
a concentracdo de anticorpos encontra-se reduzida, ja que as bactérias,
localizadas nos tubulos renais, ndo estimulam o sistema imune podendo
apresentar-se soronegativos quando testados *22%1°,

A colonizagéo renal causa lesdes nas células do epitélio tubular e edema
do parénquima, com consequente diminuicdo da perfusao renal, o que resulta

em insuficiéncia renal aguda®.

No figado, a presenca de leptospiras provoca lesdes hepéticas tipicas
tais como perda da arquitetura tecidual. As leptospiras localizam-se em
sinusdides e canaliculos biliares, levando a colestase e provocando um
aumento de bilirrubina sérica, contribuindo para o quadro de ictericia, seu grau
pode variar dependendo da necrose hepatica e do sorovar infectante. As
toxinas produzidas pelo micro-organismo desencadeiam disfuncdo hepatica
causando hepatite ativa cronica *22.

O dano pulmonar principal na leptospirose ocorre devido as intensas

hemorragias intra-alveolares, levando a insuficiéncia respiratoria. Raras
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leptospiras sdo visualizadas nos pulmdes o que sugere ndo ser a acao direta
do micro-organismo a causa principal dos acometimentos pulmonares
descritos. A presenca de imunecomplexos em membranas alveolares de
cobaios sugere um processo autoimune como etiologia da hemorragia
pulmonar observada na leptospirose. Em casos graves os pulmdes apresentam

grandes sufusées?.

Devido a multiplicacdo das leptospiras na parede intestinal, pode-se
desenvolver enterite catarral ou catarro-hemorragica. Ocasionalmente, ocorre
uveite, manifestacdo crbnica resultante da persisténcia das leptospiras na
camara interior do olho, determinando uma reacgao de hipersensibilidade tipo I,
como consequéncia da deposicdo de imunocomplexos nos tecidos. Apesar de
incomum, o sistema nervoso central pode ser invadido pelos micro-organismos

ocorrendo meningite benigna®.

1.6. Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas dependem de véarios fatores, em especial do
hospedeiro e do sorovar que estd infectando. Sabe-se que a bactéria esta
adaptada nos reservatérios primarios (roedores, animais silvestres) causando
infeccBes cronicas ou assintomaticas com fraca resposta imune. Por outro lado,
nos hospedeiros acidentais, as infecgcdes costumam serem agudas, geralmente

mais graves, com elevada resposta imune?.

No inicio da doenca, as manifestacdes clinicas sédo inespecificas e
incluem prostracdo, anorexia, letargia, mialgia ou tremores musculares, febre
(39,5 a 40°C), melena e urina de aspecto mais escuro. Com a evolucdo da
doenca, 0os animais apresentam pulso rapido e irregular e émese (amarelados,

com contetdo biliar) °.

A sintomatologia da leptospirose é variavel, podendo apresentar-se sob
as formas aguda, hiperaguda ou crénica. Os sinais clinicos dependem da idade
do animal, imunidade do hospedeiro, fatores ambientais e a viruléncia do

sorovar envolvido. Infecgcbes hiperagudas levam a leptospiremia intensa,
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choque, e morte do animal. Nas infec¢cdes agudas observam-se a febre,
anorexia, émese, desidratacdo, poliuria, polidipsia, e relutancia ao movimento.
Com a progressdo do quadro pode surgir oliguria e anaria. Na forma cronica,
0s sinais clinicos podem néo ser evidentes. O animal pode apresentar febre
sem motivo aparente e conjuntivite moderada a severa, no entanto, disturbios
renais e hepaticos crénicos podem surgir em consequéncia da leptospirose®??°.

Como sequela da hepatite cronica ou fibrose hepatica, acarretam as
seguintes manifestacfes clinicas: inapeténcia crénica, perda de peso, ascite,
ictericia e encefalopatia hepética. Tosse e districdo respiratoria estdo entre as

manifestacées pulmonares®.

Em geral o animal morre por insuficiéncia renal e uremia. Sintomas
gastroentéricos sdo mais frequentes na forma anictérica causada pelo sorovar
Canicola. Nem todos os animais apresentam a forma ictérica e nesse caso,
torna-se impossivel diferenciar a doenca daquela causada pelo sorovar

Canicola ou outros menos patogénicos™®.

O sorovar Copenhageni, que esta classificado no mesmo sorogrupo ao
qual pertence o sorovar Icterohaemorrhagiae também causa no cdo e em
humanos, a forma ictérica e hemorragica da leptospirose, de evolucdo grave e

muitas vezes, fatal*>.

Véarios autores consideram que os cdes infectados pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae manifestam principalmente lesdo em figado enquanto que
na infeccdo pelo sorovar Canicola, ocasiona maior comprometimento
renal®*?13,

As lesbOes vasculares e de coagulacdo se manifestam através de

hematémese, hematoquezia, melena, epistaxe e petéquias™’.

A infeccdo pode também ser assintomatica, havendo, no entanto, a

eliminacéo das leptospiras na urina, por um periodo variavel de tempo™®.
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1.7.Diagnéstico

Clinicamente € possivel suspeitar da doenca. A confirmacdo do
diagnéstico de leptospirose pode ser realizada por diferentes métodos
laboratoriais baseados na detecc¢éo direta ou indireta do agente ou do material
genético do micro-organismo®**.

O diagnoéstico da leptospirose consiste em detectar a bactéria ou o seu
material genético no sangue, na urina ou tecidos do animal infectado
(diagndéstico direto) ou pela deteccao de anticorpos (diagnéstico indireto). Pode
— se visualizar o micro-organismo na urina através da microscopia de campo
escuro ou de contraste de fase, mas devido a liberacdo intermitente de um
pequeno namero de micro-organismos, esses procedimentos podem ocasionar

em um resultado falso negativo™.

O micro-organismo pode ser cultivado a partir da urina coletada por
cistocentese, visando diminuir os riscos de contaminagdo, sangue ou
preferencialmente dos tecidos renal ou hepético. O PCR pode ser usado para

demonstrar a presenca de micro-organismo na urina, sangue ou tecidos™”.

A maioria dos casos de leptospirose é diagnosticada por sorologia. O
teste de referencia preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude é o teste
da soroaglutinacdo microscopica (SAM), onde antigenos de leptospiras sao
colocados com amostras de soro do suspeito e examinados em microscopia de
campo escuro para verificacdo de aglutinacdo. Os antigenos utilizados devem
conter pelo menos um representante por sorogrupo e se possivel conter

estirpes locais™.

1.7.1 Diagndésticos diferenciais

Devido ao quadro polissistémico, diferentes doencas devem ser levadas
em consideragdo no diagndstico diferencial da leptospirose canina, como
intoxicacBes por dicumarinico, babesiose, erlichiose, neoplasias hepéticas e

anemias autoimunes®.
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1.8.Prognadstico

O prognéstico € favoravel nos casos tratados com antimicrobianos
apropriados e fluidoterapia de modo intensivo e precoce. A leptospirose é uma
das afeccbes em que a sobrevida pode alcancar até 80% nos casos
submetidos & hemodialise, pois as lesdes renais causadas pelas leptospiras
nao comprometem a regeneracdo dos néfrons. Constituem excecdo aqueles
casos em que existem complicacbes respiratorias. A melhora clinica esta
associada ao gradual retorno das concentracbes séricas de uréia e de
creatinina aos valores de referéncia em dez a quatorze dias. As concentracoes
de bilirrubina também retornam aos valores de referéncia, indicando a
depuracéo das leptospiras do parénquima hepatico. A trombocitopenia resolve-

se espontaneamente ou depois de iniciada a terapia antibacteriana®®.

1.9. Tratamento

O tratamento deve ser baseado na gravidade da infeccdo, na presenca
ou ndo de disfuncdo renal ou hepética e das demais complicacbes sendo
necessaria a terapia de suporte na maioria dos casos®’. Devido ao
comprometimento renal observado em grande parte dos casos, deve-se instituir

uma fluidoterapia intensa a fim de obter diurese®.

O uso de antibidticos inibe a multiplicacdo dos micro-organismos
reduzindo complicacdes. Varios antibiéticos podem ser utilizados na eliminacao
da leptospiremia como penicilina, ampicilina, amoxicilina. Estudos mais
recentes tém demonstrado alta eficacia da doxiciclina que € considerada o
antibiotico de escolha pelo grupo de Estudos sobre leptospirose do American
College os Veterrinary Internal Medicine (ACVIM), que elaborou e publicou o

relatério Consensus Statment on Leptospirosis™.

7

O uso precoce deste antibiético € recomendado por promover rapida
eliminacdo das leptospiras do tecido renal e assim, a condicdo de portador
renal. A hemodialise pode aumentar a probabilidade de sobrevida nos caes

com insuficiéncia renal oligirica ou antrica®.
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1.10. Profilaxia

Nos cées, a vacinacdo é um importante método de controle, mas as
medidas sanitarias gerais, como o controle de roedores, limpeza do ambiente,
com a remoc¢do dos residuos sdlidos e liquidos, a restricdo de acesso a rua,
especialmente nos periodos de maior precipitagdo pluviométrica, em que
ocorrem enchentes e formacédo de cole¢des liquidas residuais nas quais as
leptospiras permanecem viaveis por um periodo maior de tempo, sdo medidas

importantes para reduzir as chances de contaminacéo e infeccdes®.

Para os humanos, como medidas de prevencéo, deve-se evitar o contato
com agua ou lama que possam estar contaminadas pela urina de roedores,
pessoas que trabalham na limpeza de lama, entulhos e desentupimento de
esgoto devem usar botas e luvas de borracha. Medidas ligadas ao meio
ambiente, tais como o controle de roedores, obras de saneamento basico
(abastecimento de agua, lixo e esgoto) e melhorias nas habitacées humanas

sdo medidas preventivas importantes*.

Com relacéo as vacinas empregadas no controle da leptospirose animal,
a imunidade conferida a um sorovar € restrita aos sorovares homologos ou
antigenicamente muito proximos, portanto é sorovar-especifica, ndo conferido

protecdo cruzada, perdendo sua eficacia em relacéo a outros sorovares®*?,

por
isso a necessidade de vacinas polivalentes para a leptospirose. Porém, parece
existir certo grau de reatividade cruzada entre os diferentes sorogrupos. Isto
pode ser observado pelas reacdes cruzadas entre alguns sorovares, quando se
procede a reacdo de aglutinacdo microscopica. Também foi demonstrado in
Vivo que existe uma protecdo entre algumas estirpes virulentas de

Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Canicola e Pomona®®.

7

A protecdo promovida por LPS de leptospiras € completa para os
sorovares homélogos e apenas parcial para os sorovares heterélogos’ por isso,
as vacinas nao sao eficazes quando um novo sorovar é introduzido em uma
dada populacdo animal*>®. Tabata et al. (2002)*’, demonstraram haver certo
grau de protecdo cruzada entre os sorovares Hardjo, Wolffi e Guaricura

pertencentes ao sorogrupo Sejroe. O efeito de protecdo cruzada €
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compartilhado por antigenos ndo LPS de pelo menos trés sorogrupos
(Canicola, Icterohaemorrhagiae e Autumnalis). As fragdes LPS protegem contra
os desafios homologos, mas ndo contra os desafios heterélogos, enquanto o
extrato proteico total bacteriano induz significativa protecdo contra ambos o0s
tipos de desafio, indicando que a protecdo cruzada entre 0s sorovares esta
relacionada as proteinas da membrana externa®®%°.

As vacinas induzem a formacao de anticorpos aglutinantes que podem
dificultar a interpretacdo dos resultados do teste de SAM nos casos em que ha
suspeita de leptospirose, entretanto, sdo em geral titulos baixos. Na maior
parte das vezes, o titulo de anticorpos praticamente torna-se nulo em trés a
nove meses apds a vacinacdo’’. Acredita-se que a imunidade pés-vacinal
também seja curta, e por isso recomendando-se doses de reforco a cada seis
meses para 0S animais que estdo altamente expostos ao risco da infeccéo.
Segundo Klaasen (2003)*' n&o se conhece ao certo a duracdo da imunidade

dada pelas vacinas.

As vacinas tetravalentes podem resultar na formacdo de anticorpos
reagentes aos antigenos vacinais e a antigenos do sorogrupo Bratislava e
Autumnalis, ndo incluidos nas vacinas. Recomenda-se interpretar os titulos de
SAM pareados em conjunto com historico vacinal nos casos de diagnostico

individual®®.

Atualmente, as vacinas presentes no mercado protegem contra 0
desenvolvimento da doenga, mas nem sempre previnem contra instalacao das
leptospiras no rim. Nessas condicbes o cdo ndo adoece, mas apresenta
leptospiraria por algum tempo, na dependéncia do sorovar e da resisténcia do
cdo. O cédo torna-se um portador, condicdo essa que somente pode ser

resolvida com o uso de antibiéticos*.

Outra forma de prevencdo € o controle populacional de cées, pois 0
crescimento desta populagdo aumenta o risco de transmissdo de zoonoses
como a leptospirose. Caes considerados errantes ou a posse nao responsavel
dos mesmos possuem 3,59 vezes mais risco de se infectar com esta

enfermidade pelo fato de ndo serem vacinados contra leptospirose, por
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formarem grupos quando as fémeas se encontram no cio, pela exposicdo a
agua empocada e pelo habito de revirar lixos que podem estar contaminados

com a urina de roedores ou animais infectados*.

No municipio de S&o Paulo o controle populacional de cées € realizado
por meio de mutirdes de esterilizagdo cirargica, gratuitos realizados pela
prefeitura de S&o Paulo, desde 2010. Organizados pelas Vigilancias
Ambientais das Supervisbes de Vigilancia em Saude (SUVIS), unidades de
atencdo em saude do municipio de S&o Paulo, em conjunto com as

organiza¢des ndo governamentais (ONGs)*.

Estes mutirdes de esterilizacdo sao realizados de maneira constante em
areas prioritarias do municipio, sendo estas areas definidas a partir de critérios

epidemioldgicos para os distritos administrativos.

2. JUSTIFICATIVA

As éareas de abrangéncia da Supervisdo de Vigilancia em Saude
(SUVIS) de Parelheiros e SUVIS Capela do Socorro possuem caracteristicas
socioculturais e ambientais que possibilitam a circulacdo de varios agentes
infecciosos (Figura 2). Essa situacdo, associada ao aumento de animais
portadores de agentes patogénicos, como a proliferacdo de roedores, constitui
elevado risco de infeccdo animal, humana e ambiental**. Nessas regides
ocorrem a interacao de aglomerados urbanos com uma grande quantidade de
areas verdes, remanescentes da Mata Atlantica, de manancial, representada
pelas represas de Guarapiranga e Billings, (Figura 3)e de animais silvestres, o
que propicia o contato da populagcdo humana e de animais domésticos com a
vida silvestre. O perfil epidemiologico da leptospirose esta estreitamente
associado a paisagem e a circunstancias que envolvem alteracfes
desordenadas do sistema ecoldgico, provocadas pela penetracdo do homem
em novos ecossistemas com consequente disseminacdo a novas areas e

hospedeiros®.
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Figura 2 - Areas Programas e Areas de Altissimo Risco para a

Leptospirose no Municipio de Sdo Paulo (2013 - 2015).

4
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CRS Sul

Legenda
[Jers
C lsuwis
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Areas de Risco*
Areas Programas**
Casos de leptospirose***
e 2013
¢ 2014
e 2015

Legenda: CRS (Coordenadoria Regional de Saude); SUVIS (Supervisao de Vigilancia
em Saude); DA (Distrito Administrativo); * (Areas de altissimo e alto risco de
ocorréncia de leptospirose); ** (Areas priorizadas para as acdes de controle da
populacdo de roedores); *** Casos confirmados de leptospirose humana.

Fonte: (COVISA 2016)%.

Figura 3 — llha do Bororé, bairro localizado no extremo sul da cidade de

Sao Paulo cercado pela Represa Billings, situado na area de abrangéncia

SUVIS Capela do Socorro.

Fonte: (Secretaria do Governo Municipal, Sdo Paulo — 2016)*’.
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Estudos realizados em outras regides brasileiras demonstraram a
ocorréncia de doencas de animais domeésticos, silvestres e de zoonoses,
resultantes dessa interagdo, portanto utilizaremos o cdo doméstico, atendido
em campanhas de esterilizac&o cirdrgica, como evento sentinela para realizar
um estudo soro epidemioldgico de leptospirose no extremo Sul do municipio de

Sao Paulo.

3. OBJETIVO
3.10bjetivo Principal

Estudar os fatores de risco associados a leptospirose em cées atendidos
em campanhas de esterilizacdo cirargica realizadas nas areas de abrangéncia
da Supervisdo de Vigilancia em Saude de Parelheiros e da Supervisdo de
Vigilancia em Saude da Capela do Socorro, localizadas no extremo Sul do

municipio de S&o Paulo.
3.2 Objetivo Secundério

a) Investigar por meio de inquérito soro epidemiolégico a ocorréncia de
leptospirose na populacao canina estudada;

b) ldentificar os sorovares de Leptospiras spp. mais frequentes na populacao
canina estudada;

c) ldentificar os possiveis fatores de risco associados a leptospirose canina,

d) Contribuir com os estudos dos sorovares mais prevalentes no Brasil, para a

espécie canina;

4. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos foram autorizados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNISA, parecer n° 80/2015.
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4.1Populacao alvo

Foram utilizados 198 cdes atendidos em campanhas de esterilizacdo
cirdrgica realizadas na area de abrangéncia da Supervisdo de Vigilancia em
Saude de Parelheiros e da Supervisdo de Vigilancia em Saude da Capela do
Socorro, localizadas no extremo Sul do municipio de S&o Paulo, SP. A Figura 4
mostra a divisdo do municipio de Sado Paulo em distritos administrativos, sendo

gue as linhas espessas representam as SUVIS e suas areas de abrangéncia.

Figura4 - Divisdo do municipio de S&o Paulo em distritos
administrativos. Os circulos verdes representam as areas de abrangéncia
da SUVIS de Parelheiros e os circulos vermelhos as areas de abrangéncia
da SUVIS Capela do Socorro — Sao Paulo, 2016.
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Fonte: (Adaptado de IBGE — Sé&o Paulo, 2000)*.
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4.2 Colheita de material Biologico

As 198 amostras foram colhidas com o consentimento dos proprietarios
de cada animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autorizacao por

escrito através do Termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

As colheitas de sangue foram efetuadas por venopuncdo da jugular,
utilizando seringas descartaveis de 5mL e agulha 30x7 mm. ApGs as colheitas,
tais amostras foram mantidas em temperatura ambiente e posteriormente
centrifugadas para a obtencédo do soro, que foi aliquotado e armazenado a —
20°C para posterior realizacdo do diagnostico sorologico da infeccdo por

Leptospira spp.

4.3Fatores de risco associados a leptospirose - Questionario

Epidemioldgico

Os proprietarios dos cdes responderam um questionario (APENDICE B)
a respeito dos fatores de risco relacionados a leptospirose canina que possam
aumentar a probabilidade de contato dos cdes com o agente causador da

leptospirose.

4.4Teste de Soroaglutinacdo microscopica (SAM)

A técnica SAM aplicada ao diagnéstico da leptospirose foi realizada no
Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas do Departamento de Medicina Preventiva
e Saude Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP).

Para o diagnostico sorologico da infecgdo por Leptospira spp. foi
utilizada a técnica de SAM com uma colecdo de antigenos vivos constituidos
por 24 sorovares de leptospiras, como descrito no Quadro 2. As culturas vivas

de leptospiras foram mantidas em meio liquido de EMJH modificado com
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quatro a 14 dias de crescimento e uma densidade aproximada 100 a 200
49,50, 51

micro-organismos por campo microscopio, com aumento de 400 vezes

Os soros foram diluidos a 1:50 em solucdo salina tamponada de
Sorensen. A reacgao foi efetuada em microplacas de poliestireno com 96 pocos,
utilizando-se um volume de 50uL de antigeno, obtendo-se a diluicdo final da
mistura soro/antigeno 1:100. Os soros reagentes na triagem foram titulados em
uma séria de diluicbes geométricas de razdo dois. O titulo do soro foi a
reciproca de maior diluicdo que apresentou 50% de leptospiras aglutinadas. As
placas foram incubadas em temperatura ambiente por trés horas. As leituras
foram realizadas em microscépio de campo escuro, no aumento de 100 vezes,

observando-se a formacao de aglutinagdo®.
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Quadro 2 - Relacdo dos sorovares de leptospiras utilizados como
antigenos na reacdo de SAM aplicada ao diagndéstico de leptospirose —

Sao Paulo -2016.

Seramanga

Espécie Sorogrupo Sorovar Estirpe
' Australis Ballico
Australis : :
Bratislava Jez Bratislava
A i Autumnalis Akiyami A
i utumnalis
L.interrogans Butembo Butembo
Ballum Castellonis Castellon 3
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrcht IV
Celledoni Whitcombi Whitcombi
Cynopteri Cynopteri 3522C
L. kirschneri
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskova V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
. Copenhageni M-20
Icterohaemorrhagiae :
Icterohaemorrhagiae RGA
Javanica Javanica Veldrat Bat 46
L_interrogans Panama Panama CZ 214k
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
_ Hardjo Hardjoprajitno
Sejroe :
Wolffi 3705
Shermani Shermani LT 821
Tarassovi Tarassovi Perepelicin
L.santarosai Sejroe Guaicura Senhot
Andamana Andamana CH11
L.biflexa
Patoc Patoc - 1
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5. RESULTADOS

5.1.Resultados Soroldgicos

Para a caracterizacdo do sorovar mais provavel pela técnica de SAM,
levou-se em consideracao a titulacdo e a frequéncia. O animal que apresentou
reagdo para dois ou mais sorovares foi considerado soro reagente para o
sorovar de maior titulo. Das 198 amostras de soro canino analisadas, 20 foram
reagentes pela técnica de SAM com titulos entre 100 a 6.400, obtendo-se uma
prevaléncia de 10,1% vista no Gréafico 1. O sorovar Butembo foi o mais
prevalente 25% (5/20), seguido do sorovar Grippothyphosa com 20% (4/20) e
os demais sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae e Canicola com 10%
(2/120) cada, Pomona e Guaicura com prevaléncia de 5% (1/20) cada,

observado no Grafico 2.

No Quadro 3 é apresentado o numero de amostras de soro de caes
reagentes pela técnica de SAM aplicada a leptospirose de acordo com 0s

sorovares e seus respectivos titulos.

Grafico 1 — Prevaléncia de reagentes contra Leptospira spp. em S&o
Paulo, 2016.

HSOROS REAGENTES

BSOROS NEGATIVOS
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Gréfico 2 - Sorovares identificados em 198 amostras de soro de caes da
zona Sul do municipio de Sdo Paulo, SP pela técnica SAM aplicada a

leptospirose — S&o Paulo, 2016.
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Quadro 3 - Frequéncia de aglutininas antileptospiras em 198 amostras de
soro de cées da zona Sul do municipio de Sdo Paulo, SP reagentes pela
técnica de soroaglutinacdo microscopica aplicada a leptospirose,

segundo o sorovar e seus respectivos titulos — Séo Paulo, 2016.

SOROVAR Titulo Total
100 | 200 | 400 | 800 | 1600 | 6.400 | (%)
Copenhageni 1 1 2 (10%)
Butembo 1 3 1 5 (25%)
Grippothyphosa 1 3 4 (20%)
Icterohaemorrhagiae 2 2 (10%)
Pomona 1 1 (5%)
Guaicura 1 1 (5%)
Canicola 1 1 2 (10%)

5.2.Fatores de risco associados a leptospirose

A distribuicio do numero de caes e a soropositividade para a
leptospirose, segundo as variaveis estudadas e a probabilidade de ocorréncia

ao acaso (P) sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuicéo de variaveis analisadas como possiveis fatores de
risco para leptospirose em 2016 em cées da zona Sul do municipio de S&o
Paulo no periodo de agosto de 2015 a julho de 2016.

L . N°. de caes N°. de caes
Variaveis Categorias P
amostrados positivos (%)

Sexo Macho 65 6 (9,2)

Fémea 129 10 (7,8) 0,939
Vacinacao Nao 89 5 (5,6)

Sim 93 11 (11,8) 0,224
Contato com area Nao 153 11 (7,2)

Sim 27 4 (14,8) 0,247
Acesso arua N&o 87 4 (4,6)

Sim 94 11 (11,7) 0,144
Presenca de rio Nao 104 8 (7,7)

Sim 77 7(9,1) 0,948
Terreno baldio Nao 109 10 (9,2)

Sim 72 5 (6,9) 0,797
Regido de mata Nao 80 7 (8,8)

Sim 100 8 (8) 1,000
Esgoto a ceu aberto Nao 148 14 (9,5)

Sim 30 1(3,3) 0,459
Presenca de ratos Nao 43 0 (0)

Sim 136 15 (11) 0,023
Habito de caca N&o 89 4 (4,5)

Sim 90 11 (12,2) 0,111
N°. de cées no Até 3 135 9 (6,7)

>3 43 6 (14) 0,202
Contato com outros Nao 75 6 (8)

Sim 102 9 (8,8) 1,000
Potes recolhidos a Nao 126 9(7,1)

Sim 51 6 (11,8) 0,483
Contato com outros N&ao 89 9 (10,1)

Sim 80 6 (7,5) 0,745
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A Unica variavel associada a infec¢do foi a presenca de ratos (p = 0,023). Em
cdes de proprietarios que referiram a presenca de ratos no domicilio a frequéncia foi
de 11%. Nao houve associacdo estatistica significantes com os demais fatores de

risco analisados.

6. DISCUSSAO

Na regido sul do municipio de S&o Paulo, o estudo soro epidemiol6gico
referente a leptospirose canina, demonstrou que a doenca € endémica com
prevaléncia de 10,10%, resultado dentro do esperado segundo a revisao
realizada por Hagiwara et al, (2015)" dos trabalhos publicados entre 2003 e
2013 sobre a ocorréncia de leptospirose canina no Brasil que relataram uma a

soroprevaléncia de 7,15% a 48,2%.

Diferentes sorovares de leptospiras sdo associados com um ou mais
hospedeiros mantenedores que servem de reservatorios de infeccdo. Foram
encontradas reacdes sorologicas predominantes para sorovares Butembo e
Grippothyphosa considerados acidentais para cées>. Segundo Aguiar et al.,
(2007)**, os diferentes sorovares encontrados tém sido relacionadas com o

meio ambiente e as espécies que coabitam com os caes.

Tonin, et al (2010)°° constataram o aumento na prevaléncia do sorovar
Butembo de 8.36% em bovinos no Estado de Santa Catarina. Lilenbaum
(1996)° considera que possivelmente a transmiss&o ocorra devido ao contato
dos animais com ambientes contaminados por leptospiras provenientes de
animais silvestres e roedores. Oliveira et al (2013)°’ encontraram este sorovar
no Pantanal Sul Mato-Grossense em estudo realizado com animais silvestres
no veado campeiro (Ozotoceros bezoarticus) e Lenharo et al (2012)%
identificaram o sorovar Butembo dentro do Parque Zooldgico Municipal de

Bauru em roedores.

A ocorréncia do sorovar Grippothyphosa cujos hospedeiros
mantenedores sdo as espécies silvestres, reforca o risco de uma possivel

transmissdo ou inser¢cdo de leptospiras patogénicas no meio.
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Em cées, o sorovar Butembo foi encontrado por Blazius et al (2005)°° na
regido de Itapema em Santa Catarina, com frequéncia de 10,4% e
Grippothyphosa com 11,1% em Patos Paraiba a ocorréncia foi de 7,5% para
Butembo e 10% Grippothyphosa®. No entanto, percentuais inferiores desses
sorovares, 0,73% e 1,47% respectivamente, foram encontrados em Botucatu
por Lopes et al (2005)%°.

Destaca-se também, a ocorréncia, porém com menor frequéncia (10%)
do sorovar Canicola tradicionalmente associado com leptospirose canina, e dos
sorovares Copenhagen e Icterohaemorrhagiae, pertencentes ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae responsaveis pelas formas mais graves da leptospirose
humana e canina. Sorovares também encontrados no trabalho de Tesseroli et
al (2008)°* com uma frequéncia de 86% para Copenhageni e 2,6%
Icterohaemorrhagiae em Curitiba Parana. Fernandes et al (2013)%? destacou a
prevaléncia de 20% para o sorovar Copenhageni em Natal Rio Grande do
Norte e Azevedo et al (2011)%? 1,4% para Icterohaemorrhagiae em Patos,

Paraiba.

Essa menor frequéncia dos sorovares Canicola, e Icterohaemorrhagiae
pode estar relacionado a presenca destes na formulacdo da maioria das
vacinas antileptospirose. As vacinas polivalentes como a Octupla (V8) é
composta pelos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae, déctuplas (V10)
com quatro sorovares, além dos sorovares presente na V8 acrescenta Pomona
e Grippothyphosa, a undéctupla (V11) com cinco sorovares ja citados e
acrescido do sorovar Copenhageni®®. A utilizacdo extensiva dessas vacinas na
Europa e nos Estados Unidos diminuiu consideravelmente os casos de
leptospirose causados por esses sorovares. Em contrapartida, outros sorovares
passaram a ser detectados no cdo, como consequéncia do contato do cdo com
0S reservatorios (animais silvestres) ou com o meio contaminado, onde vivem
0s portadores naturais, como aconteceu com 0 presente estudo que identificou

a presenca do sorovar Butembo sendo prevalente®®.

Foi possivel a confirmacao do diagnéstico de leptospirose em um animal
(5%) classificado como néo reagente pela colecao de antigenos de referéncia a
qual é constituida de isolados de diferentes ecossistemas e distribuida pela
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OMS. O sorovar detectado foi o Guaicura (estirpe M-04), estirpe autoctone,
isolada de bufalos do Vale do Ribeira, S&o Paulo, Brasil. Este fato destaca a
importancia da inclusdo de estirpes de leptospira, isoladas dos locais onde ha
ocorréncia de casos em levantamentos soroldgicos, geralmente realizados
apenas com antigenos de referéncia. Essa incluséo e justificada pelo aumento
na especificidade e sensibilidade do teste de SAM, devido a particularidade
antigénica entre as estirpes de leptospira patogénica.Sarmento (2012)% utilizou
estirpes de leptospiras isolados no Brasil, na SAM aplicada ao diagnéstico da
leptospirose em rebanhos bovinos de oito estados brasileiros, sendo que o
sorovar Guaicura ocupou posicdo de destaque como sorovar mais provavel em
cinco estados (Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso).

Analisando-se uma possivel associacdo entre a frequéncia de animais
reatores para a leptospirose e as variaveis apresentadas no questionario, so foi
observada significancia estatistica nos cées de proprietarios que reportaram a
presenca de roedores, ou seja, o0 contato com roedores € um fator de risco para

a infecgao.
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7. CONCLUSAO

Nas condicbes do presente estudo os resultados obtidos permitem as

seguintes conclusdes:

- A prevaléncia de cées sororreagentes para Leptospiras spp. ha regiao

Sul do municipio de Sao Paulo, foi de 10,10%

- Os sorovares de Leptospiras spp. predominantes nos caes da regido
Sul do municipio de S&o Paulo, foram em ordem decrescente Butembo,
Grippothyphosa, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona e

Guaicura.

- A incluséo da estirpe autéctone Guaicura, propiciou a confirmacdo do
diagnéstico de leptospirose a confirmacdo do diagndstico em um animal (5%)
classificado como ndo reagente pela colecdo de antigenos de referéncia

composto por antigenos nao autéctones.

- A variavel presenca de roedores (p = 0,023) foi a Unica identificada

como fator de risco associado a sororreatividade para leptospirose.

Os dados do inquérito sorologico apresentados no presente trabalho
servem como um alerta em relacdo ao potencial zoonético da leptospirose
canina e reforcam a necessidade de programas de controle da populacdo de
cdes, através do controle da reproducéo e estimulo da posse responsavel e

também importancia de um melhor saneamento basico oferecido a regiao.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Amane Gongales, Adriana Cortez, Celso Pinto,

Rafael Agopian, Valéria Castilho Onofrio.

Telefone para contato: (11)21418562

Sua colaboracdo é importante e necesséria para o desenvolvimento da
pesquisa.

- A pesquisa analisa a ocorréncia de doencas infecciosas em cédes em
campanhas de controle populacional animal na Zona Sul do municipio de S&o
Paulo e sera realizada através da coleta de sangue e urina do animal;

- Vocé podera solicitar informacdes ou esclarecimentos sobre o andamento da
pesquisa em qualquer momento com o0 pesquisador responsavel, sendo o
resultado do exame informado por e-mail ou telefone;

- Sendo um participante voluntério, vocé ndo tera nenhum pagamento e/ou
despesa referente a sua participacdo no estudo;

Eu, como

voluntaria da pesquisa, afirmo que fui devidamente informada respeito dos
procedimentos a serem realizados para colheita de material biolégico (sangue
e urina) com o animal acima identificado, o qual sou responsavel e proprietario
de seu domicilio, e reconheco ainda a importancia deste trabalho para o
controle das doencas transmissiveis desta regido, bem como para a saude do
animal sob meus cuidados. Meu nome néo sera divulgado de forma nenhuma e

terei a opcéo de retirar meu consentimento a qualguer momento.

Séao Paulo, de de 201 _

(Assinatura do representante legal (proprietario) do sujeito de pesquisa)

Assinatura do pesquisador



APENDICE B

DADOS DO ANIMAL E QUESTIONARIO

48

N° M__/ Data: / / RGA:

Nome do animal: Raca: Sexo:
Idade: () Filhote () Adulto () Idoso

Nome do Proprietario:

Endereco:

N°__ Telefones: ()

1. Vacinado contra leptospirose? Sim () Nao ()
Faz mais de 6 meses? Sim () Nao ()
2. Contato com areas alagadas/agua acumulada? Sim () Nao ()
3. O cdo tem acesso a rua? Sim () Nao ()
4. Ha presenca de rios/lagos proximo a casa? Sim () Nao ()
5. Ha terreno baldio préximo a casa? Sim () Nao ()
6. Tem regido de mata préxima a casa? Sim () Nao ()
7. H& esgoto a céu aberto proximo ou dentro do Sim () Nao ()
domicilio?

8. Ha presenca de ratos na casa ou préximo ao domicilio? Sim () Nao ()
9. O cao tem hébito de cacar? Sim () Nao ()
10. Quantos caes residem na casa?

( )

11. Contato com outros caes? Sim () Nao ()
12. Os potes de racao e agua sao recolhidos a noite? Sim () Nao ()

13. Contato com outros animais?

Quais?




