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RESUMO

A leptospirose é uma zoonose com distribuicdo mundial que afeta véarias espécies,
incluindo animais domeésticos, silvestres e o0s seres humanos. Causada por
espiroguetas patogénicas do género Leptospira. A doenca é endémica nos paises
tropicais, mas também ocorre em zonas subtropicais e temperadas e sua ocorréncia
é favorecida pelas condicfes geoclimaticas e sociais, que facilitam a transmissédo e
contribuem para crescente incidéncia da doenca. A leptospirose tem sido
reconhecida como um importante problema emergente de salde publica global e os
cdes também podem desempenhar um papel importante na manutencdo das
leptospiras no ambiente urbano e na sua transmisséo aos seres humanos devido ao
contato proximo com estes. Os caes errantes e os caes de abrigo sdo considerados
0S mais suscetiveis a infeccéo por leptospiras devido a um maior grau de exposicao
ambiental ao agente/patdégeno. Este projeto tem como objetivo realizar um estudo
sobre a leptospirose canina no municipio de Franco da Rocha, SP por meio de um
levantamento soroldgico e do isolamento de leptospiras e para isso, foram coletadas
207 amostras de sangue e seis amostras de urina de cées errantes, comunitarios e
de abrigo do municipio. Foram sororreagentes 36 do total de 207 caes (17,39%)
para pelo menos um sorovar testado, com titulos variando de 100 a 12800. Seis
cées (16,66%) foram sororreativos com titulos = 800 e 4 cédes (11,11%)
apresentaram reacfes cruzadas para até oito sorovares diferentes. O sorovar mais
frequente foi o Canicola com 12 amostras (33,33%), seguidos do sorovar Butembo
com 9 amostras (25,0%) e Australis com 3 amostras (8,33%), os sorovares Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona e Sentot foram sororreagentes com duas amostras
cada (5,55%) e os sorovares Castellonis, Hebdomadis e Hardjobovis apresentaram
uma amostra reagente (2,17%). No entanto o titulo mais alto foi detectado contra o
sorovar Butembo. Os cultivos bacterianos de leptospiras das amostras de urinas
coletadas foram negativos. Os resultados sugerem que a populagdo canina pode
desempenhar um papel importante na infeccdo por leptospiras para diversas
espécies nesta regido.

Palavras-chave: Leptospirose canina. Cdaes errantes. Soroaglutinacao
microscopica. Isolamento.



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis with worldwide distribution that affects several
species, including domestic animals, wild animals and humans. It is caused by
pathogenic spirochetes of the genus Leptospira. The disease is endemic in tropical
countries, but it also occurs in subtropical and temperate zones and its occurrence is
favored by geoclimatic and social conditions, which facilitate transmission and
contribute to the increasing incidence of the disease. Leptospirosis has been
recognized as an important emerging global public health problem and dogs can also
play an important role in maintaining leptospires in the urban environment and in
transmitting them to humans due to close contact with them. Stray dogs and shelter
dogs are considered to be the most susceptible to leptospiral infection due to a
greater degree of environmental exposure to the agent / pathogen. This project aims
to conduct a study on canine leptospirosis in the municipality of Franco da Rocha, SP
by means of a serological survey and isolation of leptospires and for this purpose,
207 blood samples and six urine samples from community stray dogs were collected
and shelter in the municipality. 36 out of 207 dogs (17.39%) were seroreactive for at
least one tested serovar, with titers ranging from 100 to 12800. Six dogs (16.66%)
were seroreactive with titers = 800 and 4 dogs (11,11 %) presented cross reactions
for up to eight different serovars. The most frequent serovar was Canicola with 12
samples (33.33%), followed by Butembo serovar with 9 samples (25.0%) and
Australis with 3 samples (8.33%), Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona and Sentot
were seroreactive with two samples each (5.55%) and the serovars Castellonis,
Hebdomadis and Hardjobovis presented a reagent sample (2.17%). However, the
highest titer was detected against the Butembo serovar. The bacterial leptospiral
cultures of the collected urine samples were negative. The results suggest that this
canine population may play an important role in leptospiral infection for several
species in this region.

Keywords: Canine leptospirosis. Stray dogs. Microscopic serum agglutination.
Isolation.



Lista de Figuras

Figura 1 - Mapa da hidrografia do municipio de Franco da Rocha,

Lista de Tabelas

Tabela 1 — Distribuicdo de sorogrupos, sorovares e titulos de anticorpos obtidos pelo

Teste de Soroaglutinacdo Miscroscopica em caes errantes no municipio de Franco
da ROCNA — 2020......ceeiiiiiiiiiiee e 34

Tabela 2 — Distribuicdo do numero de cées, amostras e soropositividade para
leptospirose por bairro do municipio de Franco da Rocha, SP..............c.cccoviiiininns 35



CEUA

DNA

EMJH

FUNASA

GVE

IBGE

LPS

MAT

OIE

OMP

OMS

PCR

SHPL

SNIRH

Lista de Abreviaturas

Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Acido Desoxirribonucléico

Ellinghausen McCullough Johnson Harris
Fundacgéo Nacional de Saude

Grupo de Vigilancia Epidemioldgica

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas
Camada Externa de Lipopolissacarideos
Técnica de Soroaglutinacdo Microscopica
Organizacao Mundial de Saude Animal
Proteinas da Membrana Externa
Organizacao Mundial de Saude

Reacg&o em Cadeia da Polimerase

Sindrome Hemorragica Pulmonar associada a Leptospirose

Sistema Nacional de Informacdo de Recursos Hidricos



SUMARIO

L INEFOTUGED .. s 12
2 JUSHIFICALIVA . ...ttt ettt e e e e e e e e 14
3 REVISA0 dE LIEIAtUIA .......eeeeieiieeee ettt e e e e 14
T N o =Tod (0 S 1T = 11 PP 14
3.2 DistribUICA0 GEOGIATICA ... .uuveeiiieeeiiiiiiee e 15
G0 3 =t o] T (=70 0] ] (oo | = VS 17
G L 1 To] [0 o - PR 20
3.5 Patogenia e Manifestag0es ClINICAS .........eeiiieiiiiiiiiiiiiieeee e 21
G B = 1o [o 1 o o TP PPTPT 23
3.7 PrevenCao € CONLIOIE ......ii i e e e e e e e 25
T R - T 0 - Vo= Lo 1SS 26
3.7.2 Outras Medidas PreVENTIVAS. ........uuiie et e e e eee s 27
4 ODJELIVO ..o 28
5 MateriaiS € METOUOS .......uuiiiiiiiiee ittt e e e e 28
5.1 Area A€ ESTUUO . ......cvevieieeeieeiete ettt ettt a ettt ettt eaena, 28
5.2 POPUIAGEAOD @IVO......eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 31
5.3 Colheita das amostras biolOgICas. ..........uuuiiiiieiiiiiiiiiiiieee e 31
5.4 Técnica de Soroaglutinacédo Microscopica (MAT) ....ccoovvvveiiiiiiiee e 31
5.5 Isolamento de [EPLtOSPIrAS ........ccevvuiiiiiiee e 32
B RESUIAUOS ... 33
A Do L 17- U 36
8 CONCIUSEOD ...ttt ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eas 39

REFERENCIAS ....ooeeeeeeeee ettt e et e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e neaees 40



12

1 Introducéo

A leptospirose € reconhecida como um importante problema emergente de
saude publica global por causa dos surtos epidémicos. Varios surtos de leptospirose
foram relatados em varios lugares do mundo nos ultimos anos e muitos deles foram
relacionados com catéstrofes naturais como ciclones e inundagbes. Epidemias
urbanas estdo sendo relatadas em todo o mundo e provavelmente se intensificarao
a medida que a populacdo de favelas do mundo aumentar (COSTA et al., 2015),
ratificando a importancia da leptospirose como um problema socio-ecolégico, que

geralmente ocorre no contexto de desigualdade social (VIJAYACHARI et al., 2011).

Em areas endémicas, a leptospirose € uma das principais causas de varias
sindromes clinicas, como ictericia, miocardite, pneumonias atipicas e insuficiéncia
renal (VIJAYACHARI et al., 2011) e, ja foi demonstrada ser a causa de 5 a 69% dos
casos agudos de febre indiferenciada ou ndo-malaria em diferentes partes do
mundo, sendo assim essa doenca é uma causa importante de doenca febril aguda
(COSTA et al., 2015). A maioria dos casos de pacientes com leptospirose nao é
identificado clinicamente em razdo do teste diagnéstico adotado, ocasionando
subestimacdo da morbidade e mortalidade por leptospirose o que contribui
diretamente para a sua negligéncia. Portanto, a leptospirose pode representar uma
carga muito maior do que a indicada pelas estimativas de morbidade de doenca
grave (COSTA et al., 2015).

Em grandes centros urbanos, embora o0s roedores sejam comumente
apontados como o0s principais disseminadores de leptospiras, 0os caes também
podem desempenhar um papel importante na manutencéo das leptospiras no meio
ambiente e na sua transmissdo aos seres humanos devido ao contato préximo com
estes, situacdo que constitui um problema de saude publica (DE PAULA DREER et
al., 2013; JOUGLARD; BROD, 2000; OLIVEIRA LAVINSKY et al., 2012). Nas ultimas
décadas, observa-se um aumento da populacdo canina em paises em
desenvolvimento devido a urbanizacdo e variante social da populacdo humana.
Associado com as rela¢des emocionais do homem com o cdo e posse irresponsavel,
esse aumento pode levar a disseminacdo de doencas, ja que o cdo pode ser

responsavel pela transmissao de varias zoonoses (BATISTA et al., 2004).
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No Brasil, o principal problema decorrente da posse irresponsavel dos
animais € o abandono, pois ndo ha abrigos suficientes para os animais indesejados.
Por esse motivo, o abandono é uma das principais fontes de caes e gatos errantes
nas ruas. Esses animais geralmente sofrem pela falta de necessidade basica como
abrigo, comida e &agua, e também podem eventualmente se tornarem fontes de
infeccdo de diversas doencas para os seres humanos. O abandono € considerado
crime pela Lei Federal de Crimes Ambientais 9605, de 12/02/1998 e desde 2008, a
eutanasia de animais saudaveis é proibida no Estado de S&o Paulo e os animais
capturados sO podem ser destinados a adocdo (DIAS et al., 2015). Além de caes
errantes que vagam pelas vias urbanas, também ha cdes domiciliados que tém
acesso as ruas. CANATTO et al. (2012), mostraram que a proporcdo de caes
domiciliados com acesso a rua no municipio de Sao Paulo é de 64,4%. Animais
nesta situacdo sao mais comuns na periferia das cidades, situacdo que favorece o

contato com outros animais e pode levar a transmisséo de doencas zoondticas.

Entre cdes errantes, as zoonoses sdo facilitadas pelo contato direto com
outros animais, inclusive na caca aos roedores, pelo habito de vasculhar lixo em
busca de comida, beber agua parada, cheirar a urina de outros animais, lamber os
Orgaos genitais, pelo ato sexual e também pelo convivio em ambiente contaminado
com leptospiras patogénicas. O fato desses caes permanecerem livres nas ruas e
percorrerem longas distancias, permite a disseminacdo do agente no ambiente e
favorece a transmissao para outros animais e seres humanos (DE PAULA DREER et
al., 2013). Os cées vadios e os cées de abrigo sdo considerados 0s mais suscetiveis
a infeccao por leptospiras devido a um maior grau de exposi¢cado ambiental ao agente
patogeno (MIOTTO et al., 2018a). A leptospirose € pouco estudada nesses animais
e as condicbes de saude dos mesmos e 0S riscos que representam para a
populacdo com relacdo a disseminacdo dessa doencga séo pouco relatadas (NUNES
et al., 2009).
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2 Justificativa

A interagdo proxima entre os seres humanos e animais domeésticos e
silvestres, associada a fatores sociais e geoclimaticos, favorecem a ocorréncia de

doencas zoondticas como a leptospirose.

No ambiente urbano, entre os animais domésticos, o cdo € a principal fonte
de infecgcédo para os seres humanos, pois vive em estreito contato com o homem e
pode eliminar leptospiras viaveis através da urina mesmo assintomaticos. Devido ao
seu contato proximo com humanos, os cdes podem atuar tanto como elos

epidemiolégicos ou como sentinelas de leptospiras patogénicas no meio ambiente.

Desta forma, faz-se necesséario o desenvolvimento de estudos, a fim de
estabelecer a ocorréncia da leptospirose canina no municipio de Franco da Rocha e
assim levar ao desenvolvimento de estratégias de saude publica e veterinaria que

busquem medidas de controle e prevencao da leptospirose.

3 Revisado de Literatura

3.1 Aspectos Gerais

A leptospirose é uma zoonose com distribuicdo mundial que afeta varias
espécies, incluindo animais domésticos e silvestres e 0s seres humanos e é causada
por espiroquetas patogénicas do género Leptospira. A doenca € endémica nos
paises tropicais, mas também ocorre em zonas subtropicais e temperadas e sua
ocorréncia é favorecida pelas condigcbes geoclimaticas e sociais, que facilitam a
transmissao e contribuem para crescente incidéncia da doenca (ISLANDS, 2011;
PINTO et al., 2017).

Leptospiras patogénicas podem infectar diversas espécies de animais. Os
cées, assim como os humanos podem ser infectados pelo contato direto com a
urina de hospedeiros infectados ou pelo contato indireto de agua ou urina
contaminadas no ambiente (LEE et al., 2014). Os roedores sédo os hospedeiros de

manutencdo mais importantes no ciclo da leptospirose, mas uma ampla gama de
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mamiferos, incluindo cdes domeésticos, também pode atuar como hospedeiro de
leptospiras patogénicas (LEVETT, 2001). A leptospirose € comum em caes e podem
eliminar a bactéria na urina sem apresentar sinais clinicos da doenca, podendo
assim, levar & exposi¢cdo de seres humanos, o que torna um problema de saude
publica (SCHULLER et al., 2015). Em humanos e animais a doenca é geralmente
assintomatica, mas em alguns casos pode evoluir para um quadro clinico grave. Os
sintomas associados a infeccdo por Leptospira em cdes e humanos geralmente
estdo associados a lesbes renais, hepaticas e pulmonares (FORNAZARI et al.,
2012). A leptospirose € também conhecida como doenca de Weil, sindrome de Well,
febre dos péantanos, febre dos arrozais, febre outonal, doenca dos porqueiros, tifo
canino, entre outras (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

3.2 Distribuicédo Geografica

No mundo, estima-se anualmente 1,03 milhdo de casos e 58.900 mortes
devido a leptospirose. Esta doenca esta entre as principais causas zoonoticas de
morbidade e mortalidade, principalmente em regides tropicais e mais pobres do
mundo (COSTA et al.,, 2015). As estimativas de incidéncia global de leptospirose
foram obtidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) onde a regido das
Américas lidera em maior numero de casos, seguidos da Europa, Pacifico Ocidental,
Sudeste da Asia e Africa, respectivamente. As regides Mediterraneo Oriental, que foi
descrita como zero incidéncia e Africa com baixa incidéncia, provavelmente sofrem

com mas condi¢cdes de diagnostico (OMS, 2011).

A leptospirose € uma das principais doencas negligenciadas na América
Latina, tem seu curso silencioso nesta e em outras regides devido a escassez de
dados e estad associada a populacdes que vivem em condi¢cdes vulneraveis em
ambientes urbanos e rurais como pobreza, falta de agua, saneamento e mas
condicbes de habitacdo (PEREIRA et al., 2017; SCHNEIDER et al., 2015). O maior
namero de casos na América Latina foi observado no Brasil (40,2%), Peru (23,6%),
Colébmbia (8,8%) e Equador (7,2%). Uma taxa acumulada para a América Latina foi
estimada em 2,0 por 100.000 habitantes. Em média, 65,1 % dos casos sédo do sexo
masculino (SCHNEIDER et al., 2017).
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Nas Américas e no Caribe, um estudo realizado entre 2010 e 2012, detectou
uma correlacdo entre ocorréncia de alertas de leptospirose com a ocorréncia de
inundacdes (SCHNEIDER et al., 2014). No Brasil, foi estimado que para cada
aumento milimétrico da precipitacdo diaria maxima no més acima da média para o
periodo, houve um aumento de 0,55% no numero de casos de leptospirose em
relacdo a meédia desse periodo (KUPEK et al., 2000). JORGE et al. (2017),
analisaram a exposicao da leptospirose humana e animal entre 2003 e 2007 na
regido Sul do Brasil e teve como resultado a correlacdo positiva da exposi¢ao canina

a leptospirose com eventos de precipitacao.

No Brasil, trata-se de uma doenca endémica. Os surtos epidémicos ocorrem
principalmente nas areas metropolitanas durante os periodos de chuva e
inundacdes, devido a fatores associadas a ambientes insalubres, mas condi¢cfes de
saneamento e alta infestagdo de roedores portadores da bactéria que afetam
sobretudo populacdes de baixa renda. Segundo KO et al. (1999), as mudancas no
ambiente urbano, o crescimento acelerado e desordenado da populacdo urbana e
consequentemente a expansao das favelas urbanas, produzem condicbes que
favorecem a transmissédo da doenca e criam novos ambientes para a disseminacgéo
da leptospirose em grandes centros urbanos. Nos ultimos dez anos, foi registrado no
pais uma média de 3.600 casos por ano, onde as regides Sul e Sudeste
apresentaram o maior namero de casos confirmados, seguidas pelo Nordeste.
Nesse mesmo periodo, foi registrado uma média de 375 Obitos por ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em série histérica, no periodo de 2014 a 2019, o Estado de S&o Paulo
apresentou 3.652 casos confirmados e 488 o6bitos e o Grupo de Vigilancia
Epidemiolégica (GVE - 9) que engloba os municipios de Caieiras, Cajamar, Franco
da Rocha, Francisco Morato e Mairipord registrou, no mesmo periodo, 46 casos
confirmados de leptospirose e trés 6bitos (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
DO ESTADO DE SAO PAULO, 2020). Em relacdo ao local provavel de infeccéo,
65,6% dos casos adquiriram a doenca na area urbana e quanto ao ambiente
provavel de infeccdo, 41,9% adquiriram a doenca no domicilio. Dos casos
confirmados, 43,4% declararam presenca de sinais de roedores 30 dias antes do
aparecimento dos sintomas, sendo este considerado como um fator de risco para a
infeccdo. (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO,
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2017).

3.3 Epidemiologia

Embora a leptospirose seja uma doenca de distribuicAo mundial, ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais, onde as condi¢ges ambientais e
as praticas socioculturais sao favoraveis a transmissédo da doenca (WHO, 2011). As
condicbes climéticas influenciam fortemente na sua ocorréncia, pois favorecem a
persisténcia das leptospiras no ambiente jA que essas bactérias necessitam de
condicOes de calor e umidade para sobreviver. Deste modo, favorecem a exposicao
humana e canina as aguas superficiais aumentando o risco de leptospirose (JORGE
et al., 2017).

O ciclo de transmissédo da doenca da leptospirose depende de sua natureza
zoongtica. As espiroquetas patogénicas colonizam persistentemente os tabulos
renais de um hospedeiro mamifero e sdo excretados pela urina em ambientes de
agua doce onde hospedeiros acidentais, como humanos, contraem infeccdo (FAINE,
1994). As leptospiras podem ser transmitidas de forma direta entre os hospedeiros
por contato direto com a urina de animais infectados, via venérea ou ingestdo de
tecidos infectados. A transmissao indireta, que € mais frequente, ocorre através da
exposicao de animais ou humanos ao ambiente contaminado pela urina de animais
infectados (GOLDSTEIN, 2010). Geralmente, a agua e o solo ambientais sao
considerados reservatorios importantes para a transmissdo da leptospirose em
humanos e animais (BARRAGAN et al.,, 2017). Esta epidemiologia complexa que
envolve diversas interacbes entre os animais, incluindo seres humanos, e o

ambiente onde vive torna a leptospirose um paradigma de Satde Unica.

Antes mesmo de ter seu agente etiolégico identificado, a leptospirose ja era
conhecida como uma infeccéo transmitida pelo meio ambiente. Consequentemente
diversos estudos tém se concentrado em relatar a importancia do meio ambiente no
ciclo epidemioldgico da leptospirose. BENACER et al. (2013), investigaram a
prevaléncia e a patogenicidade da Leptospira existente no meio ambiente urbano da
Malasia e mostrou a taxa de positividade de 23% das amostras de agua e solo

coletadas considerando uma prevaléncia relativamente alta. Isso provavelmente esta
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relacionado com o descarte inadequado de lixo, o que torna uma fonte de alimentos
para roedores, cdes, gatos e passaros, que sdo disseminadores da doenca e
também existe a possibilidade de que as aguas dos lagos foram contaminadas pela
urina de animais domésticos presentes nas proximidades. GANOZA et al. (2006),
usaram um ensaio quantitativo de PCR em tempo real e identificaram a presenca de
Leptospira em amostras de agua ambiental de areas rurais e urbanas na Amazonia
Peruana evidenciando de 1 a 17.147 leptospiras/mL. No Brasil, um estudo realizado
em uma favela urbana, avaliou 335 amostras de esgoto e 250 amostras de agua
parada, onde o DNA de Lepstospira foi detectado em 36% e 34% respectivamente,
com uma concentracdo meédia de 152 leptospiras/mL (CASANOVAS-MASSANA et
al., 2018).

Além dos fatores de risco ambientais de significancia geral para a
leptospirose, outros fatores foram associados a infecgdo canina como raga, Sexo,
idade, reproducdo, atividade e estilo de vida como contato com gado, roedores ou
espécies selvagens. E também varidveis ambientais como temperatura, umidade
relativa, aumento de chuvas, inundacdes e ciclones, localizacdo urbana ou rural dos
cdes associadas com condigbes higiénicas que favorecem a proliferacdo de
roedores e também medidas preventivas tomadas por instituicbes de saude animal,
veterinarios e tutores. Os cdes que vivem em areas urbanas apresentaram maior
chance de doenca do que os caninos que vivem em areas rurais (RICARDO et al.,
2020).

A prevaléncia de leptospirose canina varia de acordo com a localizacao
geografica e sua ocorréncia ja foi descrita mundialmente. Um recente estudo de
meta-analise sobre leptospirose canina estimou que a prevaléncia média mundial foi
de 18,5%, sendo que os paises de alta renda apresentaram taxas de
soroprevaléncia significativamente menores do que a média dos estudos. Foram
encontradas prevaléncias para leptospirose canina de 1,8% na Australia, 7,3% na
China, 17,1% nos EUA, 27,4% no Brasil, 29,4% na lItalia, 36,9% no Ird e 71,1% na
india (RICARDO et al., 2020).

PINTO et al. 2017, realizaram uma revisao sistematica sobre leptospirose em
caes, suinos e equinos na América Latina. Dentre os 45 artigos incluidos no estudo,

a soroprevaléncia da leptospirose em cées variou de 4,9 a 72,0% e a mediana foi de



19

20,1%. Em 16 artigos (35,5%) o sorogrupo predominante foi o Canicola. Os caes sdo
hospedeiros de leptospiras patogénicas e sao suscetiveis a infecgcdo por uma ampla
variedade de sorovares (SCHULLER et al., 2015).

No Brasil, em uma revisdo dos trabalhos publicados entre 2003 e 2013, a
soroprevaléncia encontrada foi de 7,15% a 48,2% e os sorovares Canicola e
Copenhageni foram os mais frequentes isolados em caes doentes ou saudaveis
(HAGIWARA et al., 2015). Os caes atuam como hospedeiro de manutencdo do
sorogrupo Canicola e podem disseminar esse sorovar no ambiente (PINTO et al.,
2017). Apesar disso, 0 sorogrupo Icterohaemorrhagiae € um dos principais agentes
causadores da leptospirose canina em S&o Paulo, Brasil (MIOTTO et al. 2018b).

No municipio de Botucatu, SP, 179 (17,9%) do total de 1.000 cées
amostrados, durante uma campanha anual de vacinacdo anti-rabica, foram
reagentes para Leptospira spp. (LOPES et al., 2005). Em um outro estudo realizado
no municipio do Rio de Janeiro - RJ, a soroprevaléncia de leptospirose encontrada
foi de 10,8%, sendo 40 amostras positivas em um total de 368 amostras de sangue
testados em cées errantes do municipio (NUNES et al., 2009). Essas prevaléncias
foram bem menores do que a encontrada em um trabalho realizado na Bahia, onde
se detectou 85% de soropositividade para Leptospira spp. nos caes errantes de
Salvador, concluindo que a ocorréncia da leptospirose em caes errantes é alta
(VIEGAS et al., 2001).

Um estudo feito em 282 cées saudaveis residentes na érea urbana da cidade
de llhéus na Bahia, teve como resultado a soroprevaléncia de 7,1% dos caes
testados para leptospirose. O estudo indica a presenca do agente no ambiente que
pode ser uma fonte de infeccdo para os humanos, apesar da baixa prevaléncia
encontrada (OLIVEIRA LAVINSKY et al., 2012).

MIOTTO et al. (2016), realizaram um estudo de um cao que foi mantido em
abrigo publico na cidade de Sdo Paulo, Brasil. Ele apresentou excre¢do urinéria de
longo prazo de Leptospira santarosai, sorogrupo Sejroe, detectada por Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). O cdo ndo apresentava titulos anti-Leptospira ou
anormalidades clinicas / laboratoriais. Este é o primeiro caso relatado na literatura do
isolamento de L. santarosai em cédes. Essa descoberta mostra que os caes podem

persistentemente abrigar outras leptospiras além de L. interrogans.
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Entre 2013 e 2016, foram coletadas amostras de sangue e urina em caes com
sintomas suspeitos de leptospirose tratados no Servico do Hospital Veterinario da
Universidade de Sao Paulo (Hovet FMVZ-USP). Dos 33 caes incluidos no estudo, 18
(55,5%) foram sororreagentes e o0 sorogrupo Icterohaemorrhagiae foi o
predominante. A leptospirose aguda foi diagnosticada em oito caes (24,2%) pelo
Teste de Soroaglutinacdo Microscopica (MAT) com titulos = 800. O DNA (Acido
Desoxirribonucleico) leptospiral foi detectado em 14 de 33 animais. Os cées
positivos para PCR foram identificados como L. interrogans sorogrupo
Icterohaemorrhagiae (MIOTTO et al., 2018b). Em outro estudo realizado em cées
errantes e abrigados na cidade de Sao Paulo, Brasil, foi detectado DNA leptospiral
em 13 de 123 cédes estudados, onde a analise filogenética revelou que 10 caes
estavam infectados pela L.interrogans sorogrupo Canicola e trés pela L. santarosai
sorogrupo Serjoe (MIOTTO et al., 2018a).

De acordo com BATISTA et al. (2004), as diferencas nos percentuais entre 0s
resultados encontrados em diversos inquéritos epidemiologicos, podem se dar por
varios fatores que influenciam na ocorréncia da leptospirose, como topografia,
regido, temperatura, umidade, precipitacdes pluviométricas, reservatorios selvagens,
reservatérios domeésticos e também pela diferenca das populagBes caninas

estudadas.

3.4 Etiologia

A leptospirose € causada por bactérias espiroquetas aerdbicas obrigatérias
pertencentes a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género Leptospira. As
espiroquetas sdo bactérias moveis, alongadas, finas, flexiveis e compostas por
espirais finas com formato de gancho em uma ou ambas as extremidades, esta
Gltima caracteristica € que a diferencia de outros espiroquetas. A mobilidade é
conferida pelos movimentos de rotacdo e translacdo ao longo de seu proprio eixo.
(GOLDSTEIN, 2010; SCHULLER et al., 2015). Multiplicam-se em pH 7,2 a 7,4 e em
temperaturas de 10 a 34°C e sdo sensiveis a dessecacdo e ao pH acido. No
ambiente, podem sobreviver e permanecer viaveis por meses, principalmente nos
solos umidos e em temperatura ambiente. Mas apesar dessa sobrevivéncia por

longos periodos, acredita-se que as cepas patogénicas ndo podem se multiplicar no
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ambiente (BARRAGAN et al., 2017; BENACER et al., 2013; BIERQUE et al., 2020;
DE PAULA DREER et al., 2013; GANOZA et al., 2006).

As leptospiras possuem uma membrana externa composta por
lipopolissacarideo (LPS) e lipoproteinas (proteinas da membrana externa - OMP). O
LPS é altamente imunogénico e é responsavel pela especificidade dos sorovares
(LEVETT, 2001). Foram descritos aproximadamente 250 sorovares diferentes
associados a 24 sorogrupos (SCHULLER et al., 2015). Cada sorogrupo é composto
por varios sorovares, que estdo intimamente relacionados, devido aos seus
determinantes antigénicos na membrana externa. Esses antigenos da membrana
externa sdo os responsaveis pela inducdo de aglutinantes em soro de individuos
infectados e sdo a base do fenotipico in vitro na classificacdo das leptospiras
(ANDRE-FONTAINE, 2006).

VINCENT et al. (2019), sugeriram uma reclassificacdo para o0 género
Leptospira, através da biologia molecular por meio da analise de sequenciamento
total, o genéro foi dividido em 64 espécies e classificados em dois grupos
filogenéticos, divididos em quatro sub-grupos. Séo eles:

Clado S - Subclado S1: espécies saprofitas.

Subclado S2: Leptospira idonii sp., estd sozinha nesse grupo, pois o0

sequenciamento total ainda néo foi realizado.
Clado P - Subclado P1: espécies patogénicas.

Subclado P2: espécies ditas “intermediarias”. S&o bactérias isoladas no

ambiente, porém a viruléncia ainda nao foi determinada.

3.5 Patogenia e Manifestagcdes Clinicas

A leptospirose é uma doenca que acomete varios 6rgaos. Apds a penetracao
na pele ou mucosas, as leptospiras patogénicas alcancam o espaco vascular,
iniciando a fase letospirémica da doenca, onde multiplicam-se e atingem os tecidos
alvos como o figado, rins, baco, sistema nervoso central, olhos e trato genital. A

leptospiremia continua até que organismo do individuo infectado elabore uma
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resposta imune eficaz, com producdo de anticorpos que passam a eliminar as
leptospiras circulantes da maioria dos tecidos. Contudo, as leptospiras podem
persisitir em locais de privilégio imunoldégico como camara anterior do olho e tabulos
renais. ApoOs a colonizacao renal, as bactérias persistem e multiplicam-se no epitélio
dos tubulos renais e podem ser excretadas na urina de forma intermitente por um
longo periodo de tempo (GREENE et al., 2011).

No figado pode ocorrer hepatite colestatica e necrose hepatica o que
ocasiona ictericia (SCHULLER et al., 2015). Nos rins, os danos sao nefrite intersticial
aguda provocando insuficiéncia renal. Essa alteracdo é causada pela multiplicacéo
dos organismos nos tubulos renais ocorrendo a liberacdo de citocinas e
recrutamento de células inflamatérias, que causam danos nos tubulos renais como
necrose celular e apoptose e em alguns casos, pode ainda ocorrer alteracao
glomerular estrutural e funcional. Devido a persisténcia nos tabulos renais, as
leptospiras sdo eliminadas na urina de forma intermitente por até longos periodos,
essa fase é conhecida como leptospiruria (DE PAULA DREER et al., 2013;
GOLDSTEIN, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2019; SCHULLER et al., 2015). Os
cdes podem eliminar a bactéria na urina intermitentemente por longos periodos,
mesmo quando assintomaticos (GOLDSTEIN, 2010).

Os efeitos das toxinas das leptospiras patogénicas também podem ser
observados no tecido pulmonar levando a alteracdes pulmonares graves com
hemorragia primaria devido a dano endotelial e vasculite. A principal manifestacao
decorrente dos danos causados neste 6rgdo é a Sindrome Hemorragica Pulmonar
associada a Leptospirose (SHPL) que esta associada a alta mortalidade e
morbidade. A extensdo dos danos nos o6rgdos internos devido a infeccdo por
Leptospira spp. é variavel e depende de fatores como viruléncia do agente, incluindo
sorovar e estirpe, e susceptibilidade do hospedeiro (ANDRE-FONTAINE, 2006;

GOLDSTEIN, 2010; SCHULLER et al., 2015).

As manifestacdes da leptospirose em cdes variam de doencas subclinicas a
doencas agudas e a infeccdo pode resultar em morte subita, insuficiéncia renal
aguda, doenca hepatica, vasculite, uveite e hemorragia pulmonar grave, sendo que
a insuficiéncia renal e hepatica aguda sdo as manifestacdes clinicas mais frequentes

relatadas em cées com leptospirose (GOLDSTEIN et al., 2010). Devido a
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apresentacao clinica ser variavel e muitas vezes inespecifica a leptospirose € uma

doenca sub-diagnosticada (KO et al., 1999).

KNOPFLER et al. (2017), em seu estudo que incluiu 99 cées, relatou que os
sinais clinicos mais comuns, em fase inicial da doenca foram letargia (96%),
anorexia (88%), vomito (85%), alteracdes pulmonares (57%), dor abdominal (39%),
diarréia (38%), oliguria (27%) e taquipnéia (26%). Os achados laboratoriais incluiram
anemia (63%), trombocitopenia (63%), leucocitose (57%), aumento da uréia
plasmatica (84%) e concentracdes de creatinina (81%), aumento das atividades de
enzimas hepaticas (80%), hiperbilirrubinemia (69%), hiperfosfatemia (67%),
hiponatremia (64%), hipoalbuminemia (55%) e hipocaliemia (29%).

MIOTTO et al. (2018a), em estudo com cédes assintomaticos, detectaram
leptospiraria em 13 de 123 cées estudados, ou seja, 0s cdes estavam excretando
leptospiras pela urina. Em outro estudo, MIOTTO et al. (2016) relataram a
eliminacdo de leptospiras pela urina por um periodo de seis meses de um cao
assintomatico que ndo apresentava titulos antileptospirais no MAT, anormalidades
clinicas ou laboratoriais. Esses resultados corroboram que os cdes cronicamente
infectados podem continuar excretando leptospiras pela urina e contribuir para a
disseminac&do no meio ambiente (GOLDSTEIN, 2010; MIOTTO et al., 2018a).

3.6 Diagnéstico

Como a leptospirose € uma importante zoonose, a confirmacdo de um quadro
clinico suspeito em um paciente veterinario € importante para uma perspectiva de
saude publica. O diagndstico da infec¢ao por Leptospira spp. em caes pode ser feito
de modo direto, onde observa-se o agente ou o0 DNA ou por métodos indiretos, onde
observa-se a presenca de anticorpos antileptospiras. Existem varios métodos diretos
de diagndsticos, como a cultura biolégica de sangue, urina ou tecido. O isolamento &
uma prova definitiva de infec¢do, porém o cultivo de leptospiras é dificil, pode levar
meses e ndo contribui para um diagnostico precoce, entretanto somente com o
isolamento € possivel realizar caracterizacdo sorolégica e molecular da estirpe
infectante. A microscopia de campo escuro para identificar leptospiras em amostras

de urina apresenta baixa sensibilidade e especificidade e precisa ser realizada com
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urina fresca. Dentre os métodos diretos, ainda pode ser utilizada a PCR (MIOTTO et
al., 2018a, 2018b).

Entre os métodos indiretos, o teste sorolégico padrao ouro para o diagnostico
da leptospirose recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) é o
MAT, que indica o provavel sorogrupo infectante, corroborando para a deteccdo da
provavel fonte de infeccdo. Esse método é a ferramenta mais usada em estudos
epidemiologicos (LATOSINSKI et al., 2018; LEVETT, 2001; OIE, 2018; SUEPAUL et
al., 2011). Para tal, o painel de antigenos utilizados no MAT deve incluir estirpes
locais, 0 que aumenta a sensibilidade técnica em comparacdo com estirpes de
referéncia (OIE, 2018). Porém, uma vez que a infeccdo pode ser causada por um
sorovar raro ou por estirpes ndo descritas previamente, o conjunto de sorovares
utilizados néao deve ser limitado apenas a estirpes locais (MURILLO et al., 2020). Se
0 sorovar causador da infeccdo ndo estiver presente no painel de antigenos, a
aglutinacdo pode nao ser observada, gerando um resultado falso negativo, ou pode
provocar reacdo cruzada de baixo titulo contra outros sorovares (GORIS;
HARTSKEERL, 2014).

O MAT baseia-se na capacidade do soro de individuos em aglutinar sorovares
leptospirais vivos in vitro. A reatividade do MAT a um sorovar sugere a exposicao a
um sorovar pertencente ao sorogrupo correspondente. Os anticorpos sao
detectaveis no sangue aproximadamente cinco a sete dias apos infeccdo (LEVETT,
2001). O ponto de corte ideal do MAT é controverso, pois as infeccbes crbnicas e
subclinicas em que as estirpes sdo adaptadas ao hospedeiro, podem ser
acompanhadas de titulos baixos, ao passo que na doenga aguda esta
frequentemente associada a titulos altos. Além disso, a verificagdo da endemicidade
em uma regido especifica também pode ser considerada na determinacdo de um
ponto de corte apropriado, sugerindo que os pontos de corte podem variar entre as

espécies ou regides estudadas (PINTO et al., 2017).

Apesar de ser amplamente utilizada, o MAT possui limitagbes como alto
namero de reacdes cruzadas que pode comprometer os resultados desta técnica em
areas altamente endémicas. As reacfes cruzadas pela técnica MAT ocorrem pela
presenca de varios antigenos comuns em diferentes leptospiras (FLORES et al.,

2017). Outra desvantagem do teste é que individuos na fase inicial da infeccao
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podem ndo ser reagentes, por ainda nao apresentarem anticorpos detectaveis,
gerando um resultado negativo. No caso de infeccdo recente, faz-se necessario
reavaliacbes com intervalo entre sete a 14 dias para que ocorra a sSoroconversao.
Segundo NILOOFA et al. (2015), o MAT ndo é um teste sorologico adequado para
diagnostico precoce, pois carece de sensibilidade para uso em diagndéstico de
doenca aguda. Sua alta especificidade torna uma ferramenta util para o diagnostico
confirmatdrio, sendo uma ferramenta importante para fins epidemiologicos. Além
disso, 0 MAT nao consegue distinguir titulos de infeccdo dos titulos induzidos por
vacina. A maioria dos caes vacinados, tornam-se negativos para anticorpos
aglutinantes em até 15 semanas ap0s a vacinacdo, porém em uma pequena
porcentagem de cées, os titulos vacinais podem persistir por 12 meses (MARTIN et
al., 2014; MIOTTO et al., 2018b; SCHULLER et al., 2015).

Existem alguns obsticulos que os laboratorios enfrentam para a realizacao do
MAT, como dificuldades para preparar os meios de cultura, dificuldade de manter os
antigenos vivos, as culturas podem ser misturadas e facilmente contaminadas por
outras bactérias (GORIS; HARTSKEERL, 2014).

Atualmente, a associacao das técnicas de MAT, para deteccdo de anticorpos,
e PCR para deteccdo de DNA leptospiral sdo as ferramentas de diagndostico mais
indicadas (MUSSO; SCOLA, 2013; SCHULLER et al., 2015).

3.7 Prevencéo e Controle

O controle da leptospirose canina em areas urbanas € de grande importancia
para Saude Publica, visto que os caes podem atuar como elos epidemiolégicos entre
fontes ambientais e 0 homem, pois sdo mais expostos a fontes ambientais de
infeccdo do que os humanos (RICARDO et al., 2020).

As estratégias para prevencao e controle devem incluir a vacinacao dos cées
em areas de risco, etapas de manejo ambiental (GOLDSTEIN, 2010) e controle de
roedores (JITTIMANEE; WONGBUTDEE, 2019).
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3.7.1 Vacinacgéo

A utilizacdo de vacinas antileptospiras constitui um dos mais importantes
meios de controle da leptospirose animal. A vacinacdo protege o animal contra 0s
sinais agudos, mas pode nao prevenir a infeccdo renal, portanto o animal vacinado
pode ser um portador renal de leptospiras e elimina-las no ambiente (ANDRE-
FONTAINE, 2006). Os sorovares utilizados nessas vacinas s& os mesmos em todo o
mundo, no entanto, a real eficacia dessas vacinas em animais que habitam paises
tropicais € incerta. As vacinas comercialmente disponiveis no Brasil, ttm como
referéncia antigenos isolados em outros paises, principalmente em regifes de clima
temperado (PINTO et al., 2017).

As bacterinas bivalentes protegem contra os sorogrupos Canicola e
Icterohaemorrhagiae, que sao os responsaveis pela maioria das infeccdes em caes.
Existem ainda, as vacinas quadrivalentes, que além da protecdo contra 0s
sorogrupos Canicola e Icterohaemorrhagiae, incluem os sorogrupos Grippotyphosa e
Pomona, sendo seu uso recomendado para aumentar o espectro de protecao
(SCHULLER et al., 2015), porquanto as vacinas induzem imunidade especifica aos
sorogrupos presentes e imunidade parcial aos sorogrupos heterélogos (SCHULLER
et al., 2015).

O grande numero de sorovares e as espécies implicadas na etiologia da
leptospirose representam o maior desafio para o desenvolvimento de vacinas
(PEREIRA et al., 2017). Os antigenos proteicos da membrana externa sdo o0s
responsaveis pela protecdo heteréloga e homédloga e os antigenos do LPS pela
protecdo homologa (GREENE et al., 2011). Estudos soroldgicos, apontam que as
bacterinas induzem imunidade de menos de seis meses ap0s curso primario e de
um ano a cada revacinacao anual. De acordo com estudos de imunizacao realizados
por fabricantes de vacinas a duracdo da resposta imune induzida € de
aproximadamente doze meses (ADLER; KLAASEN, 2015). Recomenda-se entdo, a
vacinagdo com duas aplicagbes de trés a quatro semanas de intervalo entre elas e

revacinacéo anual para todos os caes em risco (SCHULLER et al., 2015).

Efeitos adversos apds a vacinagdo contra leptospirose foram observados,
porém com pouca frequéncia e ocorrem especialmente em caes de racas pequenas

(MOORE et al., 2005). H4 mais relatos de reacfes vacinais em bacterinas
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quadrivalentes em comparacdo com as bivalentes. A maioria dos sinais relatados
sao ligados a reacodes alérgicas (ROBBINS, 2017). Em estudo realizado com 400
céaes, as reacoes adversas ocorreram dentro de trés dias ap0s a aplicacao da vacina
e as principais alteracbes observadas foram edema facial ou periorbital (31%),
urticaria (21%), prurido generalizado (15%) e émese (10%) (MOORE et al., 2005).

3.7.2 Outras medidas preventivas

Por apresentarem risco zoonético (BERGMANN et al.,, 2017), os céaes
portadores, assintomaticos ou ndo, devem ser tratados com antibioticos capazes de
eliminar a condicéo de portador renal. Atualmente, a doxiciclina é o medicamento de
eleicdo para evitar a leptospirdria (MIOTTO et al., 2018a; PINTO et al., 2017).

Outra forma de prevenc&o é o controle populacional de cdes (MAGALHAES et
al., 2007). Com o aumento da populacdo de cdes nos municipios (IBGE, 2013) e
consequentemente o abandono, hd um aumento na populacéo de cées errantes nas
cidades onde representam um risco a saude publica, facilitando a transmisséo de
doencas zoondéticas. Por esse motivo, faz-se necessario a adocdo de medidas
preventivas como campanhas de esterilizacdo, adocéo e posse responsavel para a
reducéo desse problema (DE PAULA DREER et al., 2013; GUILLOUX et al., 2018),

prevenindo assim doencas como a leptospirose.

No Brasil, com o crescimento desordenado das cidades, 0s servigcos de
saneamento basico, fundamentais na prevencéo de doencas, sofrem precariedade e
causam problemas de saude publica de grande importancia (OLIVEIRA et al., 2015).
Dentre os problemas relacionados ao saneamento basico nas cidades, as enchentes
e inundacdes representam um risco potencial para a transmissédo de leptospirose
(RAGHAVAN et al., 2012). Além disso, a falta de saneamento basico associada a
sinantropia dos roedores, promovem um desequilibrio e aumento populacional
destes animais favorecendo a transmissdo de doengas ao homem e animais
domeésticos (FUNASA, 2002).

Cabe aos municipios a elaboracdo de um programa de controle de roedores
eficaz e para isso é necessaria uma acdo conjunta dos municipios com as

comunidades através da educacdo em saude (FUNASA, 2002). Estudos ecoldgicos
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que identifiquem as espécies de roedores predominantes em cada area e os fatores
ambientais que facilitam a sua presenca no ambiente como alimento, abrigo,
predadores e competidores sdo de extrema importancia para implantacdo de
métodos de controle dos mesmos para a prevencao da leptospirose (CHANNON et
al., 2000; SANTOS, 2009).

4 Objetivo

O objetivo deste projeto foi realizar um estudo sobre a leptospirose canina no
municipio de Franco da Rocha, SP por meio de um levantamento sorolégico e do

isolamento de leptospiras.

5 Materiais e Métodos

Os procedimentos foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNISA, parecer n® 04/2019.

5.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado no municipio de Franco da Rocha (23° 19' de latitude
Sul e 46° 43' de longitude Oeste) localizado na regido metropolitana de Séo Paulo e
pertencente a sub-regido norte da grande Sao Paulo, estado de S&do Paulo, Brasil. A
cidade possui o clima quente e temperado e precipitagdo média anual de 1.369 mm.
A populacao estimada em 2019 foi de 154.489 habitantes e a area € de 132,77kmz, o
que resulta numa densidade demogréafica de 980,95 hab/km?, de acordo com o

censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE, 2019).

Faz parte do territério do municipio o Rio Juquery, importante afluente do Rio
Tieté, o Rio Formoso e 13 ribeirdes e corregos (Figura 1), onde a qualidade da agua
na maior parte dos rios € péssima ou ruim, principalmente nos locais de maior
densidade demografica, com poucos trechos de qualidade aceitdvel (HOLTZ &
VIEIRA, 2012). Entre os municipios de Franco da Rocha e Mairipora esta localizada

a quarta represa do Sistema Cantareira denominada Engenheiro de Paiva Castro,
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com uma area de aproximadamente 5,1 km2 (CORTES et al., 2015). O conjunto de
represas € responsavel por abastecer cerca de 60% da populacdo da regiao
metropolitana de S&o Paulo, é uma das atra¢des turisticas do municipio de Franco
da Rocha e ja foi muito usado para esportes aquaticos e pesca (PREFEITURA
MUNICIPAL DE FRANCO DA ROCHA, 2020).

Figura 1 — Mapa da hidrografia do municipio de Franco da Rocha, SP

1 — Cérrego das Sete Voltas
2 - Ribeiréio Agua Vermelha
3 - Ribeirdo Tapera Grande
4 - RibeirSo do Euzébio
5 - Ribeirdo do Itaim
& = Rio Juqueri
7 - Reservatorio Paulo de Paiva Castro
8 - Gorrego do Engenho
9 - Cérrego dos Abreus
10 - Cémego Tanque Velho
11 — Cérrego do Félix
12 - RibeirBio dos Cristais
oo (Forte: Prefeitura Municipal de Franco da Rocha.)
14 - Rio Formoso

(Fonte: HOLTZ & VIEIRA, 2012, p.23)

Por ser um local cortado por varios rios e corregos, 0 municipio sempre foi
conhecido por sofrer com as enchentes, acometendo principalmente o centro da
cidade. O Instituto Geologico (2006), realizou um mapeamento de areas de risco a
escorregamento e inunda¢c6es do municipio de Franco da Rocha. Os estudos foram
realizados em 31 areas-alvo definidas, onde foram identificadas situacdes de risco
com graus diferenciados quanto a probabilidade, tipologia dos processos
geodinamicos envolvidos e severidade dos potenciais eventos, resultando na
delimitacdo de 136 setores. Do total de setores, 24 apresentaram risco a
inundacdes/solapamento de margens, sendo cinco setores com grau de risco baixo,

oito com grau de risco médio, nove com grau de risco alto e dois com grau de risco
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muito alto. Um total de 5.229 moradias foram identificadas como sujeitas a algum
tipo de risco nos setores mapeados, onde 594 moradias estdo em areas sujeitas a
ocorréncia de inundacédo (130 em grau de risco baixo, 141 em grau de risco médio,
218 em grau de risco alto e 105 em grau de risco muito alto). Vale ressaltar que apos
esse estudo realizado em 2006, a populacdo de Franco da Rocha cresceu em
26,4%.

A cobertura vegetal do municipio € de 3.068,35 hectares, o que corresponde
a 21,46% da area total do municipio (14.300 hectares). A maior parte da vegetacao
estd concentrada no Parque Estadual do Juquery que é uma extenséo da Serra da
Cantareira. Trata-se de uma unidade de conservagdo ambiental localizado numa
altitude de aproximadamente 900 metros (HOLTZ & VIEIRA, 2012). O municipio
compreende area de manchas urbanas em fragmentacdo ambiental, apresentando
muitos resquicios de mata, tendo a urbanizacéo fragmentada. A mancha urbana se
espalha seguindo o tracado das principais rodovias que convergem para S&o Paulo
(DE MELLO-THERY, 2011).

O municipio de Franco da Rocha possui caracteristicas de cidade dormitorio,
apresenta desigualdades sociais relevantes com mais de 25% da populacdo de
pobres, taxa de analfabetismo elevada e precérias condi¢cdes sanitarias, onde 68,4%
da populacéo tem acesso a rede de coleta de esgoto e 0% de tratamento de esgoto
e ainda somente 30% dos domicilios urbanos em vias publicas apresentam
urbanizacdo adequada (bueiro, calgcada, pavimentacdo e meio-fio). A cidade ainda
apresenta transicdo demogréfica lenta e tardia (IBGE, 2019; SECRETARIA DE
SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO, 2014: SNIRH, 2017). E classificado no
indice Paulista de Responsabilidade Social no grupo cinco, que sdo 0s municipios
mais desfavorecidos, tanto nos indicadores econdmicos como sociais (INSTITUTO
GEOLOGICO, 2006).
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5.2 Populacgéao alvo

Cées errantes, comunitarios e de abrigo, pertencentes das zonas urbana e
rural do municipio de Franco da Rocha/SP. Todos os cdes eram assintomaticos, ou
seja, 0s cades ndo apresentavam sintomatologia clinica para leptospirose presentes

ao exame fisico no momento da colheita das amostras.

5.3 Colheita das amostras bioldgicas

A colheita das amostras ocorreu no periodo de maio de 2019 a outubro de
2020.

As coletas de sangue foram feitas por puncao da veia cefalica utilizando tubos
a vacuo de 5mL com ativador de coagulo. As amostras foram centrifugadas para a

obtencdo do soro, aliquotadas e destinadas a investigacdo de anticorpos anti-

leptospiras por meio da técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (MAT).

As amostras de urina foram coletadas por sonda uretral descartavel em cées
machos e foram destinadas ao cultivo bacteriano e ao isolamento das leptospiras e

foram semeadas em meios especificos imediatamente apds as coletas.

5.4 Técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (MAT)

O MAT foi realizado no Laboratorio de Zoonoses Bacterianas — VPS (USP),
utiizando um painel de antigenos vivos, com 24 sorovares representando 20
sorogrupos: L. interrogans sorogrupos Australis (sorovares: Australis, Bratislava);
Autumnalis (sorovar: Autumnalis); Bataviae (sorovar: Bataviae); Canicola (sorovar:
Canicola); Hebdomadis (sorovar: Hebdomadis); Icterohaemorrhagiae (sorovares:
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae); Pomona (sorovar: Pomona); Pyrogenes
(sorovar: Pyrogenes); Sejroe (sorovares: Hardjo, Wolffi); Djasiman (sorovar: Sentot);
L. borgpetersenii sorogrupos Ballum (sorovar: Castellonis); Javanica (sorovar:
Javanica); Tarassovi (sorovar: Tarassovi); Celledoni (sorovar. Whitcombi); L.
kirschneri sorogrupos Autumnalis (sorovar. Butembo); Grippotyphosa (sorovar:

Grippotyphosa); Cynopteri (sorovar: Cynopteri); L. noguchi sorogrupo Panama
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(sorovar: Panama); L. santarosai sorogrupo Shermani (sorovar: Shermani); L.biflexa
sorogrupos Andamana (sorovar: Andamana); Seramanga (sorovar: Patoc). O ponto
de corte para uma reacdo MAT positivo foi definido como titulo maior ou igual a 100.
O sorovar mais provavel foi definido como o sorogrupo com o titulo maximo
direcionado contra um Unico sorovar e as aglutinacdes restantes foram consideradas

reacdes cruzadas.

Os soros a serem testados foram diluidos na proporcdo 1:50 em solucdo
salina tamponada de Sorensen. Cinquenta microlitros de cada diluicdo foram
adicionadas em microplacas de poliestireno e 50uL de antigeno foi adicionado a
cada diluicao de soro, perfazendo um volume final de 0,1 mL. As microplacas foram
incubadas a 28°C por trés horas. As rea¢es foram visualizadas em microscopio de
campo escuro e os graus de aglutinagdo foram registrados como sendo: 0%, 25%,
50%, 75% ou 100% de aglutinacdo de leptospiras. Os titulos foram determinados até

gue o ultimo poco mostrasse 50% ou mais de aglutinacdo (GALTON et al., 1965).

5.5 Isolamento de leptospiras

Apos as coletas de urina que foram destinadas ao cultivo bacteriano, 500uL
de urina foram diluidos em solucédo salina de Sorensen estéril nas concentracdes
1:10 e 1:100 e posteriormente semeadas em meios de cultura Fletcher e
Ellinghausen McCullough Johnson Harris (EMJH). Esse procedimento foi realizado
em um raio de 20 cm da chama de vela. Os tubos com os meios de cultura (urina)
foram incubados em estufa a 28°C e o crescimento bacteriano foi observado por
cerca de seis semanas para verificacdo de anel de crescimento superficial (zona de
Dinger) de leptospiras no meio. ApOs este periodo todas as culturas foram
examinadas em microscopio de campo escuro para a verificagdo da presenca de

Leptospira.
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6 Resultados

Durante o periodo estudado, foram colhidas amostras de sangue de 207
caes. Destes, 103/207 (49,75%) eram machos e 104/207 (50,24%) fémeas, com
diferentes idades, variando desde filhotes até cades idosos. A populacdo canina

consistia predominantemente de caes sem raga definida.

Foram sororreagentes, 36 do total de 207 caes (17,39%) para pelo menos um
sorovar testado, com titulos variando de 100 a 12800. Seis caes (16,66%) foram
sororreativos com titulos = 800 e 4 cées (11,11%) apresentaram reac0es cruzadas
para até oito sorovares diferentes. O sorovar mais frequente foi o Canicola com 12
amostras (33,33%), seguidos do sorovar Butembo com 9 amostras (25,0%) e
Australis com 3 amostras (8,33%), os sorovares Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Sentot
e Pomona foram sororreagentes com duas amostras cada (5,55%) e os sorovares
Castellonis, Hebdomadis, e Hardjobovis apresentaram uma amostra reagente
(2,17%). No entanto o titulo mais alto foi detectado contra o sorovar Butembo
(12.800).

N&o foi possivel estabelecer o sorovar mais provavel em um céo que
apresentou reagdo cruzada para 0s sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni

sob a mesma titulagdo (3.200), conforme demonstrado na Tabela 1.

Com relacdo a proveniéncia dos animais estudados, o Centro de Franco da
Rocha foi o local que apresentou maior representatividade de amostras e maior
soropositividade, sendo 83 (40%) e 17 (47,22%), respectivamente, conforme
demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 1 — Distribuicdo de sorogrupos, sorovares e titulos de anticorpos obtidos pelo
teste de Soroaglutinacdo Miscroscépica em caes errantes no municipio de Franco da

Rocha — 2020.

Titulo
Sorogrupo Sorovar Total (%)
100 200 400 800 1600 3200 12800
Canicola Canicola 9 2 - - 12 (33,33)
Autumnalis Butembo - 5 - 1 9 (25,0)
Australis Australis 2 - - - 3(8,33)
Sejroe Harjoprajitno 1 - - 2 (5,55)
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae - 2 - - 2 (5,55)
Pomona Pomona - - 1 - 2 (5,55)
Djasmani Sentot 2 - - - 2 (5,55)
Ballum Castellonis - 1 - - 1(2,17)
Hebdomadis Hebdomadis - - - - 1(2,17)
Sejroe Harjobovis 1 - - - 1(2,17)
Icterohaemorrhagiae Tgslrooehn;eargi?riéagiae - - - ) 1(2,17)
Total 15 10 1 1 36 (100)

* coaglutinacdo para multiplos sorovares
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Tabela 2 — Distribuicdo do numero de cdes, amostras e soropositividade para
leptospirose por bairro do municipio de Franco da Rocha, SP.

Bairro N° de caes (%) N° de Sororeagentes(%)
Centro? 83 (40) 17 (47, 22)
Jardim dos Lagos® 22 (10,62) -(-)
Parque Vitéria? 18 (8,69) 2 (5,55)
Vila Ramos? 15 (7,24) 3(8,33)
Mato Dentro® 9 (4,34) 12,77
Baltazar Fidélis? 8 (3,86) 2 (5,55)
Jardim Luciana® 8 (3,86) -(-)
Lago Azul? 8 (3,86) 1(2,77)
Pouso Alegre? 8 (3,86) 2 (5,55)
Cedro do Libano? 4 (1,93) 1(2,77)
Jardim Alice? 4 (1,93) -(-)
Monte Verde? 4 (1,93) 1(2,77)
Parque Munhoz? 4 (1,93) 1(2,77)
Lanfranchi® 4 (1,93) 2 (5,55)
Parque Paulista® 3(1,44) 1(2,77)
S&o Benedito? 3(1,44) -(-)
Vila Zanella? 2 (0,96) 2 (5,55)
Total 207 (100) 36 (100)

a Area Urbana
b Area Rural

Todas as amostras de urina semeadas nos dois meios de cultura foram
negativas para a presenca de células com morfologia e motilidade caracteristicas de

leptospiras.
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7 Discusséao

Os resultados obtidos neste estudo fornecem dados referentes a perfil
sorologico da leptospirose canina no municipio de Franco da Rocha, SP. A
frequéncia encontrada foi de 17,39% semelhante a soroprevaléncia mundial
estimada em 18,5% (RICARDO et al., 2020). Estudos realizados em populagbes
caninas no Brasil, relatam soroprevaléncias variando de 6,8% no Rio Grande do
Norte (FERNANDES et al., 2013) a 85% na Bahia (VIEGAS 2001).

O sorovar Canicola foi o mais frequente neste estudo (33,33%), resultado este
que ja era esperado, pois os caes sao os hospedeiros de manutencéo deste sorovar
e podem dissemina-lo no ambiente quando infectados, mesmo assintomaticos,
através da urina de forma intermitente (PINTO et al., 2017) representando assim, um
risco zoonoético aos seres humanos. Os hospedeiros de manutencdo quando
infectados com o sorovar adaptado, tendem a apresentar eliminacao da bactéria por
um periodo mais longo do que quando comparados aos hospedeiros acidentais, que

apresentam leptospiraria por um periodo mais curto (RICARDO et al., 2020).

Nos paises desenvolvidos, o sorovar Canicola vem diminuindo nos inquéritos
sorolégicos pelo aumento de vacinacao (RICARDO et al.,, 2020), jA& nos paises
menos desenvolvidos, como a América Latina e o Brasil, esse sorovar ainda é
relatado como o mais frequente (PINTO et al.,, 2017; HAGIWARA et al., 2015).
Nestas regides as condicbes ambientais e socioeconémicas, fornecem um cenario
ideal para a persisténcia e transmissao de leptospiras patogénicas (RICARDO et al.,
2020).

O sorovar Butembo foi o segundo mais frequente e o que apresentou maior
titulo no geral. O sorovar Butembo € mantido em reservatorios silvestres
(SANTAROSA et al., 1980), entretanto, sua ocorréncia ja foi relatado em suinos,
equinos (CALDART et al., 2015), caninos e seres humanos (JORGE et al., 2017).

Com base nos resultados sorolégico deste estudo, foi possivel observar que
0s caes sao suscetiveis a infeccdo por uma ampla gama de sorovares, embora
mundialmente, as infecgcdes sejam mais comumente associadas a presenca de
anticorpos contra os sorogrupos Canicola e Icterohaemorrhagiae (SCHULLER et al.,

2015). Os roedores sdo o0s hospedeiros de manutencdo do sorovar
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Icterohaemorrhagiae (BRASIL et al., 2018) e este sorovar ja foi descrito no Brasil
como sendo os mais frequentes em humanos (BLANCO et al., 2018; BLANCO;
ROMERO, 2015) e em cdes (MARTINS; LILENBAUM, 2013a; MIOTTO et al.,
2018b). Os principais sorogrupos para os quais 0s caes da Europa soroconvertem
sao Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Australis, Sejroe e Canicola. Os diferentes
sorovares predominantes em determinadas regifes, podem ser explicados pela
distribuicdo de hospedeiros de manutencéo relevantes em cada area (SCHULLER et
al., 2015).

Os resultados desta pesquisa ainda demonstraram a ocorréncia de reagdes
sorologicas para outros sorovares considerados acidentais para cdes (Australis,
Castellonis, Hardojobovis, Hardjoprajithno, Hebdomadis, Pomona e Sentot), onde
esses diferentes sorovares sdo considerados adaptados a hospedeiros de
manutencdo silvestres ou de produgdo que podem atuar como portadores de
leptospiras patogénicas (OLIVEIRA et al., 2013; SCHULLER et al., 2015). E
importante ressaltar que a maioria dos bairros de Franco da Rocha, incluindo o
centro, possui caracteristicas de areas peri-urbanas, onde as atividades rurais e
urbanas se misturam, permitindo o contato dos cdes com animais silvestres e de

producao, favorecendo assim, a transmissao de leptospiras patogénicas entre eles.

Nesta pesquisa, foram observados quatro casos de reacgdes cruzadas para
até oito sorovares diferentes. A reatividade dos anticorpos antileptospirais para
multiplos sorogrupos ou sorovares, pode impedir na determinacdo do sorogrupo
infectante (SCHULLER et al., 2015), como no caso de um cédo observado neste
estudo, onde houve coaglutinacdo para mdultiplos sorovares e ndo foi possivel
estabelecer o sorovar infectante, pois apresentaram o mesmo titulo (3200) para os
sorovares Icteroaemorrhagiae e Copenhageni. As reacdes cruzadas entre sorovares
de um mesmo sorogrupo ou de sorogrupos diferentes sdo mais comumente
observadas na fase aguda da doenca (WHO, 1967), principalmente durante as seis
primeiras semanas (MILLER et al., 2011).

Foram observados seis cdes com titulos variando de 800 a 12800. Esses
titulos sugerem infeccdo aguda, ja que em paises endémicos, mesmo quando
assintomaticos titulos = 800 podem ser considerados infecgdo em estagio inicial,
usando uma Unica amostra de MAT (MARTINS; LILENBAUM, 2013b). Os
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soropositivos que apresentaram titulos < 800 sao indicativos de infeccdo crénica,
pois geralmente sdo associados a titulos baixos, enquanto as infec¢cdes agudas sao
geralmente associadas a titulos elevados (MARTINS; LILENBAUM, 2013b).

Como a maioria dos cées deste estudo sao errantes e ndo sabemos se foram
vacinados ou nao, e também nédo ha possibilidade de fazermos testes pareados, ndo
podemos descartar a possibilidade da reacdo na prova MAT ser devido a vacinagao
prévia. Caes ndo infectados e vacinados com vacinas antileptospiras de células
inteiras bivalentes ou quadrivalentes podem ter titulos pds-vacinais de 6400 ou
superiores para sorovares presentes na vacina. Embora a maioria dos céaes
vacinados tenham mostrado tornar-se negativos para anticorpos na semana 15 apos
a vacinacado, os titulos vacinais podem persistir por 12 meses em uma pequena
porcentagem de caes (SCHULLER et al., 2015). Além disso, a imunidade é restrita

aos sorovares presentes na vacina (GRASSMANN et al., 2017).

Dos caes positivos no MAT, em relacdo ao sexo, 19 (52,77%) eram fémeas e
17 (47,22%) eram machos e em relacdo a faixa etéria, 22 (61,11%) eram cées
adultos e 7 (19,44%) eram jovens e idosos. As variaveis ser macho, adulto e ter
acesso a rua foram descritas como fatores de risco para a leptospirose em caes
(RICARDO et al., 2020).

As amostras de urina semeadas em meios de culturas especificos destinadas
ao isolamento da bactéria foram negativas. E importante ressaltar que ha uma
dificuldade intrinseca da técnica, pois o isolamento das leptospiras é particularmente
desafiador. As leptospiras requerem meios de crescimento especificos e além disso
tém crescimento lento, o que faz com que outras bactérias crescam antes delas e

acabe contaminando as amostras (MILLER et al., 2011).

O municipio de Franco da Rocha é cortado por varios rios e corregos com ma
qualidade da &gua, sofre com enchentes constantes, tem grande parte da populacao
de pobres e precérias condi¢des sanitarias. Além disso, ha um namero consideravel
de caes errantes que permanecem livres nas ruas. Essas condicbes ambientais e
sociais favorecem a disseminacdo de doencas como a leptospirose, aumentando o
risco de transmissao a seres humanos e animais (RICARDO et al., 2020). O centro
de Franco da Rocha € o local do municipio que mais sofre com as enchentes e é

onde foi encontrado o maior niumero de caes errantes circulantes e a maior
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frequéncia de sororreativos. Um recente estudo de meta-analise mostrou que as
probabilidades de infeccdo foram 68% maiores em cées que tiveram contato com
fontes de agua ambientais (RICARDO et al., 2020). De fato, trés cdes com titulos
2800, indicativos de infec¢do aguda, localizavam-se no Centro de Franco da Rocha

as margens do Rio Juquery, onde é depositado grande parte do esgoto da cidade.

O municipio de Franco da Rocha pertence a regido metropolitana de S&o
Paulo e se encontra em grande area de fragmentacdo ambiental (DE MELLO-
THERY, 2011). O resultado deste processo € a criacdo de habitats desfavoraveis, ou
negativos, para um grande numero de espécies, pois muda os mesohabitats e
microhabitats disponiveis e todas as comunidades sdo afetadas. Dessa forma, pode
ocorrer uma menor area de habitat de boa qualidade e eventuais populacdes
excedentes destas areas acabam migrando para outras areas e passam a competir
com as populacbes residentes (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2003). Além
disso, a alta taxa de crescimento demografico e migracdes geram conflitos
ambientais e invasdes e expde seus habitantes a riscos de inundacdes e
deslizamentos (DE MELLO-THERY, 2011). Este ambiente diverso favorece as
interacdes entre humanos e animais e podem levar a transmissao interespécie de
sorovares distintos (BHARTI et al., 2003), o que explicaria a grande diversidade de
sorovares/sorogrupos encontrados na populacdo canina estudada que tem livre

circulacao entre estes diferentes ambientes.

8 Concluséo

As evidéncias sorolégicas encontradas neste estudo indicam que os caes
errantes, comunitarios e de abrigo do municipio de Franco da Rocha, SP, estédo
expostos a varios sorovares de Leptospira spp. com predominéancia do sorovar
Canicola, historicamente mantido por cées. Estes resultados sugerem que esta
populacdo canina pode desempenhar um papel importante na infeccdo por

leptospiras para diversas espécies nesta regiao.
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