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RESUMO

ESTUDO DA LEPTOSPIROSE EPIDEMICA EM SALVADOR BAHIA: ESTUDO DOS
ANIMAIS RESERVATORIOS E DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DE DIAGNOSTICO
RAPIDO PARA A SUA IDENTIFICAGAO. MARCOS TUCUNDUVA DE FARIA
[INTRODUCAQ] Em Salvador a leptospirose é uma antropozoonose urbana com surtos
epidémicos. A sua letalidade pode chegar a 15%. Em todo o mundo os roedores
peridomiciliares sao considerados os principais reservatérios sinantrépicos de leptospirose e
estéo relacionados como aos fatores de risco associados a doenga. Em Salvador ndo existem
estudos recentes a respeito dos reservatorios de leptospirose. A partir da importancia da
doenca e da falta de estudos recentes com reservatérios foi desenvolvido esse estudo.
[OBJETIVOS] Capturar e determinar os reservatorios de leptospirose no municipio de
Salvador. Determinar a prevaléncia da infecgao por leptospiras nesses reservatorios através
do teste de microaglutinagdo (MAT) e isolamento em melo de cultura EMJH (IMC).
Caracterizar os sorogrupos de leptospiras nesses reservatdrios e comparar com o0s
sorogrupos dos casos humanos. Desenvolver um teste de diagndstico rapido para
leptospirose nos reservatérios através do teste de reagdo em cadeia da enzima DNA Tac
polimerase (PCR). [MATERIAL E METODOS] Foram utilizadas armadilhas (Tomahawk live
traps, 20X20X60 cm, Tomahawk®) para a captura dos animais. Os testes de IMC e MAT
foram realizados de acordo com os padroes da OMS. Nos testes de PCR foram utilizados 3
pares de “primers" de Mérien e Gravekamp. Os dados foram analisados em programa de
andlise de dados epidemioldgicos EPI-INFO 6.2 e EXCELL. [RESULTADOS] Foram
capturados 142 Rattus norvegicus e 8 Didelphis marsupialis. A positividade dos R. norvegicus
ao IMC foi 80%, os D. Marsupialis foram todos negativos. Os R. norvegicus apresentaram
70% de positividade ao teste de MAT e os D. Marsupialis 85%. A comparagao entre os testes
de isolamento em meio de cultura e MAT demonstrou que 89% dos R. norvegicus
apresentaram positividade a pelo menos um dos testes. Os testes dos resultados do PCR
com o IMC (teste padréo ouro) demostraram, respectivamente, sensibilidade e especificidade
de 89% e 97% para o teste de PCR. [CONCLUSOES] Os R. norvegicus sao o principal
reservatério de leptospirose em Salvador, Bahia. O sorogrupo mais prevalente nos R.
norvegicus foi Icterohaemorrhagiae, sendo ainda o sorogrupo mais prevalente nos casos
humanos atendidos no hospital Couto Maia.

Palavras chave: Leptospirose, Reservatérios, PCR, Rattus norvegicus.
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ABSTRACT

[INTRODUCTION] In Salvador leptospirosis is an urban epidemic antropozoonosis with a
lethality about 15%. In the entire world the peridomiciliar rodents are considered the main
sinantropic reservoirs of leptospirosis and are related with the risk factors associated with the
leptospirosis disease. This study was developed in a way to give more information to a point
that in Salvador does not have recently studies. [OBJECTIVES] Capture and establish the
leptospirosis reservoirs in Salvador. Establish the prevalence of leptospiras infection in these
reservoirs using micro agglutination test (MAT) and Ellinghausen culture medium (EMJH).
Characterise the sorogroups of leptospiras in animal reservoirs and compare with the human
sorogroups. Develop a rapid diagnosis test for leptospirosis reservoirs using PCR test.
Correlate the kidney morphologic alterations in the positives and negatives reservoirs for IMC
and EMJH tests. [MATERIAL E METODOS] The animals were captured using Tomahawk live
traps, 20X20X60 cm, Tomahawk®. The EMJH and MAT tests were done according OMS
standards. The PCR were made using three couples of primers. EMJH results of R.
norvegicus, D. marsupialis and negative controls (Wistar laboratory rats and foxes, Didelphis
marsupialis) were used to work out PCR sensibility and specificity. Results were availed using
EPI-INFO 6.2 and EXCELL softwares. [RESULTS] One hundred and forty two Rattus
norvegicus and 8 Didelphis marsupialis were captured. The R. norvegicus were 80% positive
for EMJH tests; the D. Marsupialis were all negatives for EMJH tests. The R. norvegicus were
70% positives for MAT tests and the D. marsupialis were 85% positives for MAT tests. The R.
norvegicus were 89% positives at least EMJH or MAT test. PCR test showed 89% of
sensibility and 97% of specificity. [CONCLUSIONS] The R. norvegicus is the principal
reservoir in Salvador, Bahia. The most prevalent sorogroup found in A. norvegicus was
Icterohaemorrhagiae. It is the same principal sorogroup found in human cases from Couto
Maia hospital. The PCR test showed high sensibility, specificity and preditive values being
adequate to use to identify leptospirosis reservoirs.

Key Words: Leptospirosis, Reservoirs , PCR, Rattus norvegicus.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma antropozoonose que nos animais de produgao ocasiona perdas
econdmicas, pois causa abortos, diminuigao da producgao de leite e despesas com vacinagao
e tratamentos veterinarios. No homem € um grave problema de saude publica, pois, além
dos surtos esporadicos associados com ocupagao, ocorrem epidemias que atingem os
grandes centros urbanos, em diversas partes do mundo, ocasionando despesas médico-
hospitalares. A enfermidade apresenta formas clinicas e subclinicas. As formas clinicas
podem evoluir para a doenga grave conhecida com sindrome de Weil, com sinais clincos
como ictericia, hemorragia, faléncia hepatica e renal. Alguns trabalhos também relatam a
morte por hemoptise seguida de faléncia respiratéria aguda. Entre os pacientes que
desenvolvem a forma clinica da doenca, 15% evoluem para a forma grave e dos que
desenvolvem a forma grave a letalidade varia de 5 a 40%. Os relatos e as observagoes
cientificas sugerem que as formas subclinicas da doenga sejam muito comuns, no entanto,

existem poucos trabalhos a respeito da incidéncia das formas subclinicas nas populagdes.

Os principais trabalhos que demonstram os aspectos epidemioldgicos rurais e urbanos da
doenca foram realizados na Australia, ltalia, Espanha, Somalia, india, Nova Caledénia, Cuba,
Barbados, Hawai e Brasil. As epidemias rurais tém carater ocupacional, acometendo
cortadores de cana e plantadores de arroz em aluvidao. As epidemias urbanas acometem a
populacado de baixa renda nos grandes centros urbanos de paises onde as condigdes de
saneamento basico sdo precarias. Outros tipos de epidemias ocupacionais, atualmente
menos frequentes, atingem mineradores, soldados e trabalhadores de servigos de
saneamento basico. Ocorrem também alguns casos esporadicos devido a manipulagao de

carcagas de animais e contaminacao de profissionais da area de saude. Também sao
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relatados casos muito raros, como os observados em prisioneiros tentando escapar por
tuneis escavados por debaixo dos portdes da prisao e o de uma pessoa que fez respira¢do
boca a boca com leitbes. As das epidemias urbanas sao recentes e acompanharam o
crescimento desordenado da populagdao mundial nos grandes centros urbanos de paises
pobres. Problemas como falta de saneamento basico, falta de coleta adequada de lixo,
proliferagao de ratos, enchentes, altas temperatura e umidade relativa do ar elevada formam
condigbes basicas bara a ocorréncia das epidemias urbanas. A cidade de Salvador preenche
todas essas condigbes e esta entre as cidades nas quais as epidemias urbanas sao

freqUentes e sazonais, acompanhando os altos indices de precipitagdo pluviométrica.

Os principais reservatorios de leptospirose humana no mundo sao os roedores, 0s caes, 0s
bovinos, 0s marsupiais e outros pequenos mamiferos. Os principais reservatorios urbanos de
leptospirose humana sao os ratos (Rattus norvegicus e Rattus rattus) e os caes, sendo que
as evidéncias relacionadas aos fatores de risco colocam os ratos como 0s principais
reservatérios. Outros animais silvestres como répteis e anfibios, até mesmo mamiferos
aquaticos, como a foca, podem ser reservatérios de leptospirose, porém o seu papel para a
transmissdo da leptospirose humana ainda nao foi estabelecido. Os bovinos, os pequenos
ruminantes e os suinos atuam, principalmente, como reservatérios de leptospirose que se
transmite de animal para animal, acarretando perdas econdmicas nos animais de produgao,
como abortos e diminuigao da producao de leite e carne (LEVETT et al., 1995, DHALIWAL et
al, 1996, BRANKA et al, 1997). Os animais domésticos que se comportam como
reservatorios da leptospirose sao aqueles que sobrevivem a doenga clinica, ja os animais
silvestres, aparentemente nao apresentam sinais clinicos da doencga e podem conviver com o

parasita por semanas, meses ou anos. Todos os reservatérios de leptospirose eliminam a
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leptospira no ambiente através da urina. Em Salvador, os principais ratos encontrados e
visualizados sdo os R. norvegicus. As precarias condi¢oes sanitarias de varias regides da
cidade, com lixo espalhado pelas ruas e muitos terrenos baldios, contribuem para a
proliferagcdo desses roedores, facilmente vistos a noite ou em alguns casos durante o dia,

chegando a circular em quintais e até mesmo dentro das casas.

O principais métod.os de diagndstico da leptospirose estédo relacionados com o isolamento do
parasita e com a pesquisa de anticorpos especificos. O método mais comum de isolamento
do parasita € o isolamento em meio de cultura (IMC) e o método mais comum de pesquisa
de anticorpos € o teste de microaglutinagao (MAT). Ambos o0s testes sdo considerados
padrdes ouro e sao utilizados para o diagnésfico da leptospirose humana e de reservatérios
de leptospirose. No entanto, esses testes apresentam algumas desvantagens, como a
demora no diagnéstico, a laboriosidade e a ndo detecgéo da infecgao ativa no caso do teste
de MAT. Objetivando resolver esses e outros problemas o teste de reacao em cadeia da
enzima polimerase (PCR) esta sendo desenvolvido, em varias partes do mundo, para o
diagnédstico da leptospirose humana e de reservatérios de leptospirose por ser mais rapido

do que os outros testes e ter indices de sensibilidade e especificidade elevados.

A principal patogenia da leptospirose esta relacionada as lesGes ocasionadas ha parede dos
vasos da microcirculagdo, no entanto, fatores relacionados a toxicidade e a adesao de
moléculas de superficie ainda estao pouco esclarecidos. O que se sabe é que a resposta
imune humoral € um fator importante no curso da doenga. No entanto, os principais fatores
pelos quais 0s parasitas alojam-se em tecidos, bem como, os tipos de iesdes provocadas e o

mecanismo pelo qual elas sdo provocadas ainda nao foram totalmente esclarecidos. No rim
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de humanos existem lesdes tipicas, como a nefrite intersticial cronica e a necrose tubular
aguda, lesdes que também sao freqlentes em animais inoculados experimentalmente e em

animais domeésticos (PEREIRA & ANDRADE, 1988). Os relatos de lesdes renais em animais

silvestres e sinantrépicos sao muito raros e superficiais.

Devido aos fatos relacionados anteriormente, o presente estudo foi planejado para esclarecer
quais sao os reéervatérios de leptospirose urbana no municipio de Salvador, qual a
prevaléncia de leptospirose nesses reservatérios, através dos testes diagndsticos
estabelecidos pela OMS (MAT e IMC), estabelecer um método de diagndstico rapido para
esses reservatorios atraves do PCR para a identificacao de reservatérios através de um teste
rapido. Os dados poderao contribuir para o entendimento do papel dos reservatérios em
relagdo a doenga epidémica em Salvador e fornecer um diagndstico rapido para os
reservatérios que poderdo auxiliar os Centros de Controle de Zoonoses (CCZ) na
identificagcdo e combate dos principais reservatérios, diminuindo assim o custo em
rodenticidas, manutencao de veiculos e pessoal. Os estudos de identificagado do sorovar
contribuirao para a associagao do parasita e do reservatério aos casos humanos, permitindo
estabelecer uma relagdo dos fatores de risco. Os parasitas isolados € congelados permitirdo

estudos experimentais para o entendimento da patogénese da leptospirose.



1.1 REVISAO DA LITERATURA
1.1.1 A leptospirose e a leptospira

Em 1886, na Alemanha, foi descrita a sindrome de Weil (WEIL, 1886), uma enfermidade,
mais tarde designada por GOLDSCHIMITZ como “doenca de Weil” caracterizada por
ictericia, faléncia Hepética e renal, miocardite, hemorragia € morte, sinais clinicos da forma
grave de uma doenga, posteriormente, denominada leptospirose. Em 1907 o patégeno foi
identificado em cortes histolégicos corados por impregnacdo em prata pela técnica de
Levaditi (STIMSON, 1907). Em 1910, depois de uma epidemia da doenga de Weil (nome
dado a doenga naquela época), o sangue de pacientes foram injetados em varios animais, e
0 macaco tornou-se doente, manifestando sinais atipicos (HECKER E OTO, 1911, FbNTE:
FAINE et al., 1999). Em 1914, apds epidemia em mineradores de carvao, INADA et al., 1916
tiveram sucesso na infeccdo de hamsters através da inoculacdo de sangue dos pacientes.
Nos anos seguintes os ratos foram identificados como carreadores da leptospira (IDO &
WANI, 1916, MIYAJIMA, 1916, NOGUCHI., 1917, INADA et al., 1917) dando inicio ao
entendimento dos principios epidemioldgicos da doenga. Durante a década de 20 a maioria
dos conhecimentos basicos da leptospirose ja tinha sido descoberta, como, a leptospirose
anictérica, a imunizagao ativa, o estado de animais carreadores cronicos, a infecgao em caes

e a diferenciagdo do patégeno por diferentes padroes sorolégicos (FAINE, 1999).

A leptospira é classificada em trés géneros distintos, o Leptospira, o Leptonema e o Turneria

[EENE

(FAINE & STALLMAN, 1982, HOVIND-HOUGEN, 1979, MARSHALL, 1992, FONTE: FAINE

et al., 1999). A classificacao de género e espécies é realizada comparando-se fragmentos de
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acido desoxi-ribonucleico (DNA), mais usualmente hibridizacdo de DNA/DNA. Atualmente,
métodos mais rapidos com estratégias derivadas de PCR, como endonucleases de restrigcdo
no DNA amplificado ou provas de hibridizagao em DNA cromossdmico estdo sendo
aprimoradas. Desse modo, as leptospiras podem ser agrupadas em género e espécie de
acordo com as suas taxas de guanina (G) e citosina (C) no DNA. De acordo com os géneros,
o DNA cromossomico varia, de 35-41 mol % de G e C no género Leptospira, 51 a 54,2 mol %
deGeCno géneré Leptonema e 47,7 a 48,7 mo! % de G e C no género Turneria. O género
Leptospira abriga as espécies de maior importancia na doenca leptospirose, possuindo 8
espécies patogénicas (L. borgptersenii, L. fainei, L. inadai, L. santarosai, L. interrogans, L.
kirschneri, L. noguchii, L. weili) e 4 espécies nao patogénicas (L. wolbachii, L. meyeri, L.
biflexa e L. alexanderi). Os outros géneros sao Leptonema illini e a Turneria parva que nao

sao patogénicas.

A unidade taxondémica basica da leptospira € o sorovar que é agrupado em sorogrupos. As
caracteristicas antigénicas, obtidas pela técnica de aglutinagdo de antisoros homdlogos de
coelhos, definem os sorovares. A definicdo de sorovares requer que existam dois isolados e
que cada um tenha sido inoculado e crescido em coelhos sob condigdes especificas. Um dos
isolados € aceito como referéncia (sorovar da bateria de sorovares padrao) e o outro é o
sorovar que sera testado. Aliquotas de soro sado retiradas e adsorvidas por sorovares
homélogos e heterdlogos. O soros sao testados pelos métodos padrées de MAT, caso os
dois sorovares obtenham aglutinagao cruzada aos mesmos antigenos com titulos residuais
abaixo de 10% eles sdo iguais, em caso contrario sdo diferentes. E possivel encontrar
diferentes espécies com 0s mesmos sorovares como, por exemplo, o sorovar hardjo que

pertence as espécies L. interrogans, L. borgpterseni e L. meyeri. A classificagdo e
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determinagdo dos sorovares no estudo da leptospirose tem importancia clinica e
epidemiologica. Os sorovares podem ser associados com a gravidade da doenga, tém
relagao com o hospedeiro e a sua distribuigao geografica, muitas vezes, é especifica. De um
modo geral, o sorovar hardjo esta associado aos bovinos, 0 pomona aos porcos, bovinos e
roedores e 0s sorovares icterohaemorrhagiae, copenhageni, bataviae, autumnalis, australis e

javanica aos ratos e pequenos roedores (FAINE, 1999).

Todas as espécies de leptospiras tém forma helicoidal sdo moveis e aerdbicas. As
dimensdes sao variaveis, variando entre 3,5 a 20 um de comprimento e 0,3 a 0,5 um de
espessura, dependendo do sorovar. Sao envoltas por envelope externo composto de
proteinas, lipideos e lipopolissacarideos (LPS). Aos LPS estdo associados proteinas
antigénicas e nao antigénicas. Abaixo do envelope externo, separada por varios
componentes, inclusive os flagelos, encontra-se a parede celular formada por um complexo
de peptidioglicanos. As leptospiras tém dois flagelos, cada um partindo de uma insergao na
extremidade através do complexo de peptidioglicanos, possuindo antigenos de superficie
ligados aos mesmos. As temperaturas ideais para o crescimento das bactérias patogénicas e
nao patogénicas em meios de cultura variam de 28 a 30 °C, no entanto, algumas bactérias
nao patogénicas podem crescer em 11-13°C (JOHNSON & HARRIS, 1967). O pH de
crescimento varia de 7,2 a 7,6. Em condi¢c6es adequadas de umidade, pH e temperatura as

leptospiras sobrevivem no ambiente, dependendo do sorovar podem resistir até 75 dias.

O homem é considerado o Unico portador acidental da leptospirose, com raras exce¢oes, e a
transmissao de homem para homem é muito rara. Os demais animais, domésticos, silvestres

e sinantrépicos, assumem o papel de reservatdrios da leptospirose. Tanto o homem, como
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0s animais podem adquirir a leptospirose por via direta ou indireta. As principais vias de
transmissao direta sao o sangue, a urina, os fluidos carreados para animais reservatorios, a
via hematdgena transplacentaria, o contato sexual, e a amamentagao (ELLIS et al, 1985,
1986, 1991, FONTE: FAINE, 1999). As vias de transmissao indireta sao o ambiente aquatico
ou umido (lagos, rios, tanques, nascentes, lama, esgotos), aeroséis (leite de ordenhadeiras,
secregoes de animais) e, embora nao esteja estabelecido o seu papel epidemioldgico,
artropodos como cérrapatos (HOEDEN, 1958) e passaros, através de asas e pés molhados
carreiam a leptospira. A principal via de transmissdao para o homem é a indireta,
principalmente através do contato com lama e esgoto contaminados com urina de animais

infectados.

Desde os primeiros anos da descoberta da Sindrome de Weil, os registros eram de uma
doenga ocupacional com surtos esporadicos (atingindo soldados, mineiros, plantadores de
arroz, plantadores de cana, tratadores de animais, ordenhadores, agougueiros e veterinarios)
e casos esporadicos, como banhos em lagoas, manuseio de animais de estimagédo e de
carcaga de animais abatidos. A partir de 1960, devido a modificagdo de condigbes
ambientais, como ocupag¢des humanas desorganizadas nos centros urbanos, falta de
saneamento basico, aumento da populagao de roedores e enchentes, ocorreu uma mudanga
nos padroes epidemiologicos da doenga, com a ocorréncia de surtos epidémicos sazonais,
reacionados ao aumento dos indices pluviométricos regionais. Os novos padroes
epidemiologicos somaram-se aos padroes epidemioldgicos antigos, aumentando
consideravelmente o numero de casos e tornando a leptospirose a zoonose mais importante

dos ultimos 30 anos.
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A leptospirose pode ocorrer na forma clinica ou subclinica. Existem duas formas clinicas, a
moderada (anictérica) e a forma grave, denominada também como Sindrome de Waeil
(ictérica ou anictérica) (SEBASTIAN & JOHNSON, 1994). Nao é possivel determinar, através
do exame clinico, se a doencga € do tipo moderado ou grave e estabelecer o prognéstico do
quadro da doenga. O grande numero de pessoas com sorologia positiva, demonstram que as
formas subclinicas sao bastante comuns. Embora existam poucos trabaihos a respeito, 5 a
15% dos infectadols, com sorovares responsaveis pela doenca na forma grave, desenvolvem
a doenga, sendo a taxa de letalidade da forma grave de 5 a 40%. Os fatores principais do
desenvolvimento de uma doenca crbnica sao: a viruléncia do leptospira (os sorovares
icterohaemorrhagiae, copenhageni e bataviae estao associados com a forma grave e os
sorovares pomona, griphotyphosa e hardjo mais associados com a forma moderada), a
susceptibilidade do paciente (homens brancos entre 35-50 anos sao mais susceptiveis), a
quantidade de indculo e o numero de infecgbes (diretamente proporcionais ao

desenvolvimento da doenga).
1.1.2 Epidemias no mundo

Os trabalhos a respeito de epidemias urbanas, rurais e ocupacionais sugerem que as formas
de infecgao subclinicas sdo muito freqlientes e que a doenga pode apresentar dimensoes
maiores do que se é conhecido. Os estudos realizados demostram que a doenga ainda €&
pouco estudada e que os esclarecimentos a respeito dos padroes epidemiolégicos ainda
merecem muitas investigagdes. Na Austrdlia, entre julho de 1975 e junho de 1985, de um
total de 14.630 soros de pacientes de casos agudos e convalescentes, 361 apresentaram

titulo maior que 1:100 ao teste de MAT sororeagente (DERMACHELIER, 1987). Na ltalia, nos
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anos de 1987 e 1988, foram investigados 2.534 soros de pessoas aparentemente sadias
(com idade variando entre 30 a 39 anos). Em 9 das 20 regides italianas estudadas obteve-se
soro de pacientes reagentes a antigenos de leptospiras em 11,1% nas pessoas das cidades
principais e 12,9% nas pessoas de outras municipalidades menores (CACCIAPUOTI et al.,
1994). Um estudo de coorte prospectivo realizado na Espanha com 197 trabalhadores
selecionados da cidade de Los Palacios determinou uma taxa de incidéncia de

41,25/100.000 habitantes (BENDALA et al., 1996).

Na Somalia, nos anos de 1975 e 1976, 372 somalianos investigados, 105 aparentemente
saudaveis, moradores da area de Mogadishu, area com baixa precipitagdo pluviométrica,
apresentaram 37,1% de positividade ao teste de microaglutinagdo sororeagente e 107
doentes com esquistossomose apresentaram 63,5% de positividade para microaglutinagao
sororeagente (CACCIAPUOTI et al., 1982). Entre dezembro de 1987 e 1994, no municipio de
Kolenchery, estado de Kerala, india, ocorreram 978 casos, 857 com positividade a
microaglutinagdo sororeagente e taxa de letalidade de 5,3% (KURIACOSE et al, 1997).
Numa ilha situada ao sul do Pacifico, Nova Caleddnia, em 1989, foram diagnosticados 144
casos com uma taxa de incidéncia de 90/100.000 pessoas por ano, com taxa de mortalidade
de 4% (PEROLAT & PERROCHEAU, 1997). No periodo de 1986 a 1990 foram relatados
2478 casos de leptospirose em Cuba, com um aumento progressivo da incidéncia da doenga

ao longo desses anos (SANCHEZ, et al., 1993).

Na regidao do Caribe, ilha de Curagao, nos anos de 1989 e 1990, (regiao de baixa
precipitagdo pluviomeétrica) ocorreram poucos casos, enquanto que nas ilhas com maior

precipitacdo pluviométrica, como a Republica Dominicana, ocorreram 23 casos graves por
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100.000 habitantes ao ano (EVERARD & EVERARD, 1993). Em Barbados, entre novembro
de 1979 e dezembro de 1986, foi encontrada uma incidéncia de 14/100.000 habitantes na
populagéo total e 32,6/100.000 nas areas com precipitagdo pluviométrica maior ou igual a
1.600 mm (EVERARD, et al., 1995). Em Trinidad, entre fevereiro de 1977 a setembro de
1982 foram detectados 26 casos graves de leptospirose por 100.000 habitantes por ano
(EVERARD et al., 1986). Quinhentos escolares de Barbados e 500 escolares de Trinidad
entre 7 a 14 anosl de idade apresentaram, respectivamente, 12,5% e 9,5% de positividade
para leptospirose (EVERARD, et al, 1989). Qutros estudo realizados em Barbados

relacionam microepidemias da doenga, relacionando os casos graves a pequenas regides

(BENNET & EVERARD, 1991).
1.1.3 Epidemias urbanas no Brasil e em Salvador

Os estudos epidemiolégicos existentes ainda s&o poucos. Muitos aspectos epidemioldgicos
da doenga necessitam de ser esclarecidos para que os drgaos responsaveis pela saude
publica tenham ferramentas disponiveis para o controle da leptospirose. No Brasil existem
alguns estudos isolados ao longo dos anos. No municipio do Rio de Janeiro foi realizado um
estudo retrospectivo para os anos de 1983 a 1991 com o soro de 188 criangas entre 0 a 12
anos de idade, tendo sido observado que 27,6% das criangas foram positivas pelo teste de

microaglutinagao (CRUZ, et al., 1994).

No municipio de Sao Paulo, no Instituto Adolfo Lutz, entre o periodo de 1986 a 1989, foram
examinadas 227 amostras de 23 pacientes {sangue, soro, liquido céfalo-raquidiano, urina,

liquido peritonial e liquido de didlise) isolados em meio de cultura Fletcher, sendo
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encontradas 25 amostras positivas, num total de 23 pacientes. A sorotipagem de 18 dessas
cepas identificou os sorovares copenhageni (14 pacientes), canicola (2 pacientes), casteloni
(1 paciente) e o sorogrupo Pomona (1 paciente) (SAKATA et al, 1992). Outro estudo
epidemioldgico retrospectivo abrangendo o periodo de janeiro de 1989 até dezembro de
1995 foi realizado no municipio de Sao Paulo com 43 criangas, entre 4 a 14 anos
demonstrando que os sorovares mais predominantes ao teste de MAT eram copenhageni
(45%), icterohaeﬁﬁorrhagiae (32,7%), autumnaiis (12,7%), canicola (3,6%), pomona,

cynopteri e hebdomadis (1,8%) (MARROTO, et al. 1997).

Os aspectos da evolugdo da leptospirose em Salvador e a mudanga nos padrdes
epidemioldgicos da doenca seguiram as mudan¢as dos padrdes epidemioldgicos nos
grandes centros urbanos onde a ocupac¢do habitacional ocorreu de forma desordenada.
TORRES, et. al. em 1916 e 1924 relataram as primeiras observagdes de casos humanos em
Salvador. Na Bahia a associagao de surtos da doenga em bovinos, suinos caes e homens foi
identificada na década de 30 (VIANA, 1926 e ARAUJO, 1928). Na década de 50 foram
associadas a doencga com a proliferagao de roedores e problemas com saneamento basico
na cidade de Salvador (ANDRADE & OLIVEIRA, 1954). Na década de 70 foram registradas
em Salvador mudangas nos padroes epidemiolégicos da doenga que se constituia num grave

problema de saude publica (CALDAS & SAMPAIQ, 1977, CALDAS et al., 1979).

A mudancga nos padrdes epidemiolégicos da leptospirose no Brasil ocorreram devido a uma
mudanga no processo de ocupagdo ambiental. A intensa migracdo da populagdo do meio
rural para o meio urbano nas décadas de 50, 60 e 70 proporcionou um crescimento
desordenado das cidades. A instalagdo de migrantes pobres nas cidades levou ao

aparecimento de numerosas e populosas favelas com problemas de saneamento basico,
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escoamento de esgotos, coletas de lixo e aumento na populagdo de ratos. As condi¢oes
climaticas, como altas temperaturas e precipitacao pluviométrica, somadas as precarias
condi¢des de saneamento basico e a falta de esclarecimento da populagdo quanto a higiene
e a saude basica modificaram as caracteristicas da leptospirose, de uma doenga esporadica
e ocupacional, para uma doen¢ga com caracteristicas ecoldgicas estritas nas capitais
brasileiras mais populosas, atingindo a populacdo de baixa renda com surtos epidémicos em
épocas chuvosas. 'Os estudos de epidemias urbanas em Salvador iniciam da década de 50
com ANDRADE & OLIVEIRA, 1954, através da necrdpsia de casos humanos e visualizagdo
de leptospiras em ratos urbanos capturados pelo Servigo de Controle da Peste. Os fatores de
risco como a presenga de roedores, a presenga de cées infectados foram relatados por
CALDAS et. al., 1977. Estudos epidemiolégicos associando os casos humanos aos fatores
climaticos foram realizados no final da década de 90 por KO et al, 1999, associando as

epidemias de leptospirose com os altos indices de precipitagao pluviométrica.

1.1.4. Reservatorios

A bactéria tem um comportamento cosmopolita tendo sido isolada em animais de varias
ordens, como Insectivora, Chiroptera, Rodentia, Lagomorpha, Carnivora e em animais
ungulados (HARTSKEERL & TERPSTRA, 1996). Os tipos de reservatérios animais sao os
reservatérios sinantrépicos, os domésticos e os silvestres. No ambiente urbano os principais
reservatérios sdo os ratos e os caes. Os principais reservatorios domeésticos séo os cées, os
suinos, os bovinos e 0s pequenos ruminantes. Os principais reservatorios silvestres sao os
pequenos mamiferos, os répteis e os anfibios. O papel que as aves e 0s insetos

desempenham como reservatérios de leptospirose ainda nao foi esclarecido, no entanto, é
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possivel que possam contribuir para a transmissao da leptospirose (BRASIL, 1995, FAINE,

1999).

Nos animais domésticos a leptospirose pode assumir duas fases distintas, a fase aguda
(dividida em uma fase septicémica e uma fase imunoldgica) e a fase cronica (leptospiurica).
Na fase imunolégica existem animais que podem apresentar sinais clinicos da doenga, como
febres, hemorragiés, hemoglobinduria, ictericia, abortos e sinais nervosos, podendo chegar a
morte por insuficiéncia hepatica ou renal, enquanto em outros animais a doenga nao
ocasiona sinais clinicos, passando muitas vezes desapercebida. Apds a fase septicémica, as
leptospiras alojam-se em varios sitios teciduais, dentre eles os tubulos renais, e os animais
comegam a eliminar a leptospiras, através da urina, constituindo a fase leptospiurica. Nos
reservatorios silvestres nao existem registros dos animais que apresentam sinais clinicos da
doenga, no entanto, eles eliminam leptospiras no ambiente, por semanas, meses ou por toda

a vida.

Alguns sorovares tém uma afinidade a espécies animais, mas nao sao totalmente estritos
aquelas espécies. Fatores biolégicos, imunolégicos, relagdes ecoldégicas ou uma combinagao
desses fatores definem o hospedeiro com os sorovar relacionado. Nos caes os principais sao
o icterohaemorrhagiae e o canicola. Os sorogrupos Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Grippotyphosa, Canicola, Bratislava e Balium foram identificados em caes e gatos (CHILDS
et al., 1992, BOLIN, 1996). Nos EUA, devido a vacinagdo (sorovar especifica) ocorreram
mudangas nos padrdes dos sorovares caninos icterohaemorrhagiae e canicola para os
sorovares pomona, grypothyphosa e bratislava, mostrando assim uma adaptagdo dos

sorovares aos reservatoérios.



Foram identificados reservatorios de leptospirose em todos os continentes, exceto Antartica e
Groelandia. Os estudos com reservatorios de leptospirose sao realizados em areas rurais e
areas urbanas e esclarecem questdes epidemioldgicas fundamentais para o estudo e
combate a doenca em todo o mundo. Em 259 roedores da espécie R. norvegicus, capturados
em 11 fazendas da Inglaterra nos municipio de Oxfordshire, North Wales e Hampshire, 14%
(37/259) foram po‘sitivos para leptospirose a ao menos um teste (MAT, ELISA, Tintura de

Prata), (WEBSTER et al., 1995).

Em Israel, na regiao sul de Tel-Aviv, em 1956 foram capturados 92 ouricos do mato, 56 de
orelha curta (Erinaceus europaeus transcaucasicus), 35 menores de orelhas grandes
{Hemiechinus auritus) e um Paraechinus aethiopicus pectoralis, 32% (18/56) E. e.
transcaucasicus e 20% (7/35) H. auritus apresentaram positividade para leptospirose, seja
em IMC ou MAT. Os sorovares encontrados foram canicola, balium, hebdomadis,
icterohaemorrhagiae e grippotyphosa (HOEDEN, 1958). Na cidade de Detroit, Michigan, EUA
de 358 R. norvegicus testados ao teste de MAT, 77,4% tiveram aglutinagdo significativa para
o sorovar icterohaemorrhagiae, sendo encontrados titulos acima de 1:50 em 90,3% dos
animais adultos e em 38,8% dos animais jovens (DEMERS et al., 1983). No Distrito de Puna,
na llha do Hawai, foram capturados 1703 roedores e testados através do teste de
macroaglutinagao e de isolamento de leptospiras de fragmentos renais em meio de cultura
Fletcher. Desses roedores, 614 R. norvegicus, 484 R. rattus, 283 Rattus exulans, 170 Mus
musculus e 152 Hermestes aurupunctatus. A positividade para esses animais foi
respectivamente 55,9%, 37,2%, 22,6%, 57,6% e 32,2%. Os sorovares prevalentes foram o

icterohaemorrhagiae e o balium com uma positividade respectiva de 85,8% e 1,6% para o R.
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norvegicus, 70,8% e 16,8% para o R. rattus, 66,1% e 23,2% para o R. exulans, 51% e 44,8%

para o M. musculus e 76,5% e 0% para o H. aurupunctatus (MINETTE, 1964).

Em Barbados foram capturados 138 R. norvegicus e 98 R. rattus nos anos de 1964 e 1965.
Nas areas urbanas, 95% eram R. norvegicus e 5% eram R. rattus. Nas areas rurais 67%
eram R. rattus e 33% eram R. norvegicus. Desses animais, 35% dos R. norvegicus € 33%
dos R. rattus fo}am positivos a pelo menos um dos métodos diagndsticos utilizados
(isolamento em meio de cultura Fletcher ou teste de microaglutinagao utilizando bateria de 16
sorogrupos). De 71 soros positivos testados 90% reagiram positivamente ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae ou ao sorogrupo Autumnalis e 10% para outros sorogrupos. Sessenta e
sete por cento dos R. norvegicus foram positivos ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae e 21%

dos R. rattus foram positivos ao sorogrupo Autumnalis (TAYLOR et al., 1991).

No Chile, municipio rural de Valdivia (39° 49’ de latitude sul e 73° 14'de longitude QOeste)
foram capturados 93 roedores positivos para leptospirose: M. musculus 12,5% (1/8), Akodon
longipilis 56,3% (9/16), Akodon olivaceus 57,1% (8/14), Oryomis longicaudatus 41,7%
(15/36), R. rattus 41,8% (7/17) e R. norvegicus 0% (0/2) a pelo menos um dos testes
utilizados, impregnagao pela prata (Levaditi), imunofiuorescéncia indireta, imunoperoxidase e
observacgao direta de soro em campo escuro, apresentando uma positividade total de 43%
(40/93) (ZAMORA, 1995). Todos esses estudos demonstram a existéncia de muitos
reservatorios silvestres de leptospirose, a grande variedade de sorovares existentes e a

importéancia cosmopolita do R. norvegicus e do R. rattus como reservatérios rurais e urbanos.
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A histéria dos trabalhos com reservatérios de leptospirose no Brasil comega no inicio do
século. No municipio do Rio de Janeiro, no ano de 1923, foram examinados 18 R. norvegicus
e 1 M. musculus, no ano de 1925 foram examinados 9 R. norvegicus, 1 M. musculus e 1 R.
rattus onde 16,6% apresentaram positividade a inoculagao em cobaia e 6,6% apresentaram
positividade ao exame direto no microscopio de luz (LINS, 1925). No Rio de Janeiro, entre
abril de 1944 a dezembro de 1346 foram autopsiados 7395 ratos onde foram triturados o
figado e os rins désses animais e inoculados 0,5 ml desse liquido em 1467 cobaias, 27,1%
dessas cobaias morreram com os sinais tipicos da Sindrome de Weil (SANTOS, 1947). No
municipio de Sao Paulo no ano de 1948 foram pesquisados 259 R. norvegicus através da
cultura de macerado de fragmentos renais, onde 15,05% desses animais apresentaram
positividade. Em 1949, no municipio de Santos, foram pesquisados, através do isolamento
em meio de cultura de macerado de rins 10 R. frugivurus, 4 R. rattus e 71 R. norvegicus,
tendo sido encontrados 6 R. norvegicus positivos ao teste, todas as bactérias foram
identificadas como pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae através do teste de
macroaglutinagao (GOMES et. al., 1950). Nos municipios de Cotia e Casa Grande e Nova
Odessa no estado de Sao Paulo foram isoladas leptospiras em 3% (5/150) de Didelphis
marsupialis, 6% (4/58) de Nectomes squamipes, 3% (1/32) de Thaptomys nigrita, 4%
(11/280) de Akodon arviculoides, 3% (1/33) de Oryzomys ratticepts, 6% (4/62) de Oryzomys
eliurus. Os sorogrupos encontrados foram o Grippotyphosa, Ballum, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae e Bataviae (SANTA ROSA, 1970). No municipio de Salvador foram
examinados 229 roedores (227 R. norvegicus e 2 R. rattus) e 5 camundongos (M. musculus)
(ANDRADE & OLIVEIRA, 1954) ao exame de impregnagao em prata do tecido renal pelo
método de Levaditi, 29,25% (67/227) dos animais examinados foram positivos, sendo que

todos os positivos foram R. norvegicus. Entre os animais positivos 41,4 % foram aduitos e
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17,6% foram jovens. No mesmo municipio, em 1992, Caldas et al., investigaram aglutininas
antileptospiras em 30 hemosoros de R. norvegicus e cinco D. marsupialis, encontrando, em
ambos 20% de positividade, sendo mais freqlente os sorovares grippotyphosa e

icterohaemorrhagiae.

Atualmente, os estudos de reservatérios continuam a ser realizados atraves da captura dos
animais e realizag;c“lo de testes diagndsticos. PEREIRA & ANDRADE, 1988, na cidade do Rio
de Janeiro capturaram 101 R. norvegicus e 3 M. musculus em favelas e examinando-os ao
teste de microaglutinagdo com "pools" de sorogrupo e com anticorpos monoclonais e
isolamento em meio de cultura de fragmentos renais e urina. A prevaléncia da infecgao foi de
39,4%. Vinte culturas isoladas de R. norvegicus eram do sorogrupo Icterochaemorrhagiae.
Dos trés M. muscuius nao foi isolada nenhuma bactéria e somente o soro de um animal

reagiu contra os sorovars javanica e hebdomadis.

O estudo de reservatorios de leptospirose em Salvador justificou-se pela escassez de
trabalhos com reservatérios, pelos poucos trabalhos a respeito de reservatérios realizados no
municipio em relacao a dimensao da doenca (ANDRADE & OLIVEIRA, 1954, CALDAS et.
al., 1979, CALDAS et al., 1979, CALDAS et al. 1992). As altas prevaléncias de leptospirose
encontradas, tanto nos animais como em humanos, ratificam a importancia desses estudos
que podem orientar o controle de roedores na cidade e escalrecer fatores epidemioldgicos
importantes para o entendimento da doenga. Os achados no presente estudo de MAT
positivas em D. marsupialis, mesmo que para sorovares nao patogénicos, sugerem a
potencialidade do risco da leptospirose atingir outros reservatorios, reforcando a importancia

dos estudos constantes e continuados.
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Informac¢des detalhadas de estudos de investigagdo de reservatérios permitem o
esclarecimento das situagdes epidemiolégicas urbanas e consequentemente o
direcionamento de ag¢bes de agentes sanitarios nas campanhas de combate aos
reservatorios e da leptospirose que, nas epidemias, ocasiona muitos internamentos e
ocupagao de leitos hospitalares, resultando em altos custos para tratamentos médico-
hospitalares, num‘pal's onde existem poucos recursos para a saude da populagao. Os R.
norvegicus, por sua vez, sao 0s principais reservatorios urbanos de leptospirose e nao
existem condicdes de elimina-los do ambiente. Os problemas sanitarios também dependem
de muitos recursos e sao dificeis de serem resolvidos a curto prazo. O conhecimento de
locais onde ha maior ou menor prevaléncia de leptospiras em reservatdrios pode direcionar o
controle de roedores urbanos e fornecer dados para a Fundagao Nacional de Saude (FNS) e
para os CCZ no auxilio ao combate da leptospirose. Os reservatérios por sua vez, podem
mostrar varia¢gdes sazonais de infec¢gdes, mudanga no tamanho da populagdo e migragoes
de populagdes. Esses aspectos podem vir a ser causas de alteragoes dos fatores de risco e
da leptospirose humana e poderao ser esclarecidos utilizando-se a metodologia padrao de

captura e investigagcao diagnostica.
1.1.5 Métodos diagnoésticos para a investigacao de reservatérios

Existem dois padroes basicos de métodos para diagndstico de leptospirose, os diretos e os
indiretos. Os diagndsticos diretos verificam a presenga do patégeno em observagdes de
preparagoes a fresco de urina no microscopio de campo escuro, observagdes em tecidos

corados com coloragdes especiais, como impregnagdo em prata, IMC ou inoculagdo do
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agente em cobaias, e utilizagdo de amostras variadas, como sangue, urina, fragmentos de
rim, liquido cefaloraquidiano, liquido peritonial ou liquido de didlise. Os métodos indiretos
pesquisam anticorpos, como o teste de ensaio de ligagdo imuno enzimatica absorvente
(ELISA), imunofiuorescéncia e imunohistoquimica em tecidos corporais e os testes de MAT

e de macroaglutinagao.

Os diagnésticos rﬁais utilizados em reservatorios e na leptospirose humana sao o MAT e o
IMC, sendo considerados testes padrao ouro. Recentemente tem-se utilizado o PCR.
Existem vantagens e desvantagens em cada método utilizado que variam de acordo com a
proposta do estudo realizado, as espécies animais avaliadas, o tipo de material bioldgico

disponivel, a fase da doenga (principalmente nos casos humanos) e o custo do teste.

Os dois meios de cultura mais utilizados para o isolamento de leptospira sdo o Fletcher e o
EMJH, liquidos e semi sdlidos. O meio de cuitura semi sélido pode ser repicado a cada dois
meses, sendo utilizado para a manutengao de isolados e baterias em laboratério. O meio de
cultura liquido deve ser repicado semanalmente e é utilizado para as baterias de sorovares
utilizadas nos testes de MAT e para o isolamento dos casos novos. Eventualmente,
dependendo do tipo do indculo, sdo utilizados antibiéticos para inibir a contaminagao. Os
meios de cultura sao seletivos, possuem acidos graxos para a nutrigdo das bactérias,
agentes detoxificantes, e sdo mantidos em tubos que proporcionam condigdes de aerobiose.

A principal vantagem do IMC é o isolamento e manuten¢ao do agente e a possibilidade de
sua estocagem a -70°C. As desvantagens sao a contaminagao, através do crescimento de

outros microorganismos oportunistas, a possivel falta de adaptagcao de cepas selvagens a

primeira inoculagao, a competicao entre duas cepas em caso de dupla infec¢ao (uma nao
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permitindo o crescimento da outra) € um longo tempo de leitura em microscépio de campo

escuro, variando de uma a oito semanas de leitura.

O teste de MAT é outro teste utilizado para o estudo de reservatorios. A sua positividade
ocorre com a reagao de anticorpos presentes no soro dos animais com uma bateria de
antigenos vivos com sorovares conhecidos. A suas principais vantagens sao a sua
sensibilidade e a possibilidade da identificagao do sorogrupo reagente. Os soros retirados
dos animais que sao utilizados para o MAT também podem ser estocados a -20°C,
permitindo estudos retrospectivos. A desvantagem é que requer manutencao de uma bateria
de leptospiras com repiques semanais. O método é laborioso, a bateria preconizada pela
OMS tem no minimo 20 sorovares, requerendo a manutengdo da mesma com repiques
semanais. Outro problema é que ocorrem freqlentemente reagdes cruzadas entre sorovares
permitindo somente a identificagdo do sorogrupo, podendo existir reagbes cruzadas entre
sorogrupos, € com anticorpos de outras doengas causadas por espiroquetas como a Borrelia
burgdorferi, tornando o teste dificil de ser interpretado. Uma outra utilizagao do MAT € para a
sorotipagem de bactérias desconhecidas, no entanto, o método requer uma bateria de soros
produzidos em coelhos com anticorpos monoclonais, encarecendo o teste, permitindo o seu

uso somente em poucas instituigdes referenciais.

O teste utilizado para o diagnéstico de leptospirose, mais recentemente, € o teste de PCR.
No diagndstico de doengas infecciosas é um método que apresenta vantagens em relagéo a
outros testes pela sua rapidez, alta sensibilidade e especificidade (FREDRIKS & RELMAN,
1999, NABER et al. 1994, PRESS et al. 1999). Atualmente esta sendo desenvolvido esse

teste para muitas doencas infeciosas humanas, dentre elas a AIDS (DIAZ et al., 1999), a
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microsporidiose (FROZEN & MULLER, 1999), a hepatite C (SILVA et al, 2000), a
tuberculose (KAMYAMA et al, 1999) e doencgas infecciosas de animais (DESMETTRE,
1999). O teste de PCR para a leptospirose vem sendo desenvolvido para o diagnéstico da
doenca em humanos. MERIEN et. al., 1995 compararam as técnicas de MAT, IMC e PCR,
demonstrando que o PCR foi mais eficiente pela sua rapidez em detectar o agente e por ser
menos trabalhoso que as outras técnicas. Em casos humanos de pacientes com meningite
asséptica, a compéragéo da detecgdo de leptospiras em liquido cérebro espinal através do
ELISA- IgM do MAT e do PCR demonstrou que o PCR é mais eficiente no diagndstico
precoce de alguns casos de leptospirose (ROMERO et al., 1998). Uma outra vantagem do
PCR é que a utilizagao de diferentes "primers" no teste de PCR para o diagndstico de
leptospiras possibilita a detecgdo de espécies de modo diferenciado (GRAVEKAMP et. al.,
1992). O uso do PCR “fingerprint” permite a sorotipagem dos diversos sorovares de

leptospira permitindo que no futuro o método diagndstico seja mais preciso e informativo.

O teste de PCR para animais domésticos tem sido utilizado principalmente em centrais de
inseminacdo artificial, no controle do sémen de reprodutores € em criagdes de animais de
producdo. No Canada o teste de PCR foi desenvolvido para a detecgao de leptospiras da
espécie Leptospira borgpeterseni utilizando os “primers”, para teste de selegcdo de entrada
bovinos em centros de inseminagao artificial (SAAD, et. al.,, 1997). A utilizagdao do método
para o diagndstico de reservatorios silvestres de leptospirose também ja esta sendo
realizada. Na Coréia foi estabelecido o limite de detec¢ao de dez genomas de leptospiras
para os primers LP1 e LP2 que amplificam um segmento de genoma de 274 pares de bases.
Conseguiu-se detectar a presenca de leptospiras em gérbis infectados com 10° leptospiras

apos 2 dias de infecgao com L. interrogans, sorovar lai, cepa KH1 (KEE et al., 1993). O teste
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de PCR foi utilizado no estudo de 222 roedores da espécie Apodemus agrarius capturados
entre outubro e dezembro de 1996 na Coréia. Os fragmentos de macerado de rim foram
testados pelo PCR com os “primers” de Gravekamp, apresentando 15,8% de positividade
(12/76) nos animais da Coréia do Norte e 10,9% (16/146) animais da Coréia do Sul. Ao
isolamento em meio de cultura de macerado de tecido tecido renal a positividade foi de
14,5% (11/76) na Coréia do Norte e 7,5% (11/76) na Coréia do Sul, sendo que 22 isolados
apresentaram reaééo cruzada em teste de MAT, 100% com o sorovar lai e 25% com o
sorovar copenhageni € 15 com o sorogrupo Canicola (CHO et. al.,, 1998). A rapidez, a alta
sensibilidade e especificidade, e a possibilidade de rastrear diferentes espécies garantem a
utilizagdo do método pela sua rapidez e eficiéncia. A sua utilizagdo em animais de produgdo
e em investigacdes epidemioldgicas urbanas permitird o esclarecimento de epidemias e
endemias, fornecendo indicativos para a atuagao dos servigos de controle de roedores e

para as iminentes campanhas de saneamento basico.
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1.1.6 Alteragcoes morfolégicas e patogenia renal no homem e nos reservatorios

Estudos histopatolégicos humanos de autépsia e de biopsia demostram lesdes renais
caracteristicas. Em estudo realizado com humanos em 88 autépsias foi demonstrado que as
lesdes renais principais foram infiltrado inflamatoric mononuciear difuso com predominio de
linfocitos e plasmdcitos, de disposicdo peri-glomerular e em torno de tibulos contornados
proximais, existinao cilindros biliares e hematicos dentro desses tubulos (DUARTE, 1992).
Em estudo realizado em autépsias de 9 pacientes humanos, todos infectados com o sorovar
bataviae, foi encontrada nefrite intersticial, glomerulite aguda e depositos hialinos nos tubulos
(SITPRIJA E EVANS, 1970). Em bidpsias renais realizadas em quatro pacientes infectados
com o sorovar pomona foi encontrado edema intersticial, infiltrado de linfécitos e plasmécitos
peritubulares, necrose tubular, depdsitos proteicos tubulares e dois pacientes apresentaram
evidéncia de proliferagao de matriz mesangial (LAl et al., 1982). GONCALVES, et al. 1992,
ao examinarem seis pacientes com leptospirose, que apresentaram hemoptise e vieram a
obito, encontraram glomérulos distendidos por material hialino eosinofilico, degeneragao e
regeneragao tubular e infiltrados corticais de mono e polimorfonucleares e nefrose colémica,

confirmando os achados mais comuns da histopatologia da leptospirose.

Nos animais nao susceptiveis, como ratos e camundongos e nos animais domésticos que
resistem a doenga aguda as leptospiras persistem nos tecidos, como os tubulos contorcidos
proximais, o cérebro, a parte anterior do globo ocular e o trato genital. No rim, elas continuam
a se multiplicar e migram através dos espagos intersticiais e entre as células epiteliais renais
para as bordas em escova, interdigitando-se com os microvilos da superficie tubular sendo

excretadas por varias semanas, meses ou por toda a vida (MARSHALL, 1974, 1976, FONTE:
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FAINE, 1999). Hamsters e cobaios sao susceptiveis. A susceptibilidade dos animais jovens é
confirmada e muito utilizada para testes de vacina, ensaios clinicos, trabalhos de patogenese
e patogenia. PEREIRA, et al., 1997, utilizando camundongos C3H/HedJ, comprovaram que
essa linhagem de camundongos, principalmente os animais jovens, sao susceptiveis a
doenga. Os animais foram tratados com anticorpos anti CD4+ e anti CD8+ e aos dezessete
dias foram realizados exames histologicos. Ocorreram aumentos significativos na hemorragia
pulmonar difusa ‘associada a vasculite, uma amplificagdo da persisténcia do infiltrado
inflamatério mononuclear em torno de vasos sanguineos pulmonares, bronquiolos e
intersticio renal e a persisténcia de necrose tubular aguda e focos de nefrite. Nos focos de
nefrite intersticial encontraram-se poucos antigenos de letospiras, sugerindo que esse tipo de
lesdo deve ser ocasionada por produgao de citocinas ou metabdlitos toxicos, como
interleucina 1 (IL-1), interferon gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral (TNF), produzidos

por macrofagos que desempenham papel na defesa murina para a leptospirose.

O mesmo autor, em trabalho anterior realizado com hamsters infectados com o sorovar
icterohaemorrhagiae, por um periodo de 30 dias (apds esse periodo 0s animais ja se
comportam como hospedeiros crénicos), observaram degeneragdao e necrose, afetando
principalmente regides cortico medulares, nao sendo demonstradas alteragées vasculares
(PEREIRA et al., 1998). Outro trabalho realizado com hamsters infectados por 7 dias com os
sorovares pomona, canicola e icterohaemorrhagiae relata necrose e degeneragao tubular,
além de outros érgaos afetados, como o figado, sendo que as lesGes foram menos intensas
com o sorovar icterohaemorrhagiae (OLIVA et. al., 1994). Trabalhos realizados com cobaios
infectados diariamente até os seis dias demostraram congestao vascular em pulméao e

coragdo do primeiro para o segundo dia. O inicio dos sinais clinicos e de lesdes
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histopatoloégicas comegaram no terceiro dia, com depdsito de fibrina em vasos capilares do
figado, rins e musculos. No quarto dia foi encontrada uma necrose de coagulagao no figado,
achado pouco freqliente para a leptospirose. No quinto dia encontrou-se necrose tubular,
nefrite intersticial, miocardite e miosite, seguidas por hemorragia (SILVA, 1995). Os relatos
de histopatologia renal em animais domésticos demonstram nefrite intersticial, hemorragias e
necrose intersticial em rins de bovinos (LANGHAM et al. 1958, WEST, 1997), fibrose
glomerular e inte‘rsticial em caes (MORRISON, et al. 1976). necrose em rins de suinos
(ELLIS, 1985) e atrofia glomerular e depdsitos proteicos glomerulares em pequenos

ruminantes (ANDREANI, et al., 1983).

A patogenia da leptospirose de um modo geral esta relacionada com a destruicdo do
endotélio da microcirculagdo, com extravasamento de células e hemorragias. As outras
lesdes parecem ter ter relagdo com a adesdo celular e os mecanismos de toxicidade. A
adesao da ieptospira com os tubulos renais parece nao causar lesdes celulares, nem
ocasionam reagoes inflamatérias ao redor dos tubulos nao causa cicatrizacdo na infeccao
aguda. Existem estudos que demonstram adesividade e endocitose através de receptores

em células endoteliais de cultura de bactérias pertencentes a sorovares patogénicos

(MERIEN, 2000).

A relagao da leptospira com os reservatérios crénicos € um processo dindmico e reciproco
que envolve fatores relacionados com as caracteristicas naturais do parasita e com as
defesas imunologicas do hospedeiro. As bactérias penetram pelas mucosas, lesdes de pele,
trato respiratorio, trato genital, via hematogénica, transplacentaria, conjuntiva, atingindo

dessa forma a circulagdo sanguinea ou a corrente linfatica, porém, todas as vias e
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mecanismos pelos quais se da a entrada do patdégeno nao foram totalmente esclarecidos. A
patogenia da doenca esta relacionada aos mecanismos de toxicidade, atribuidos
principalmente ao LPS (MASUZAWA, 1990 e MIDWINTEER, 1994) e a produgdo de
hemolisinas (BAUER, 1960) e adesao da bactéria a superficies celulares (DAVID et. al.,
1998). Os mecanismos de defesa do hospedeiro estao relacionados em grande parte com a
imunidade humoral (MYRON, et al., 1971). Estudos de pacientes relatam a diminuigao de
células CD3+ e CD4+, mas nao uma diminuigao irreparavel (YAMASHIRO, 1991), o que
pode explicar a recuperagdo dos animais infectados, inclusive o homem e da grande

quantidade de casos subclinicos.
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2 OBJETIVOS

1) Caracterizar os reservatorios de leptospirose no municipio de Salvador

a. Capturar e determinar os reservatorios de leptospirose através do teste de MAT e IMC.

b. Caracterizar os sorogrupos de leptospiras nos animals capturados e comparar com os
sorogrupos dos casos humanos.

2) Desenvolver urﬁ teste de diagnostico rapido para as leptospiras nos reservatérios atraves

do teste de PCR.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A leptospirose em Salvador € uma doenca epidémica e tém elevados indices de letalidade.
Existem ao menos 300 casos clinicos por ano da doenga, somente no hospital Couto Maia,
onde 5 a 15% desses casos clinicos desenvolvem os sinais graves da doencga, ocupando
leitos hospitalares, requerendo tratamentos com hemodialise, antibidticos e apresentando
uma letalidade dé 5 a 15%. Até o presente momento, no nosso meio, foram realizados
poucos estudos sobre a doenga e seus reservatérios (ANDRADE & OLIVEIRA, 1954,

CALDAS et al,, 1977, MACHADO & COSTA, 1977, KO, et al., 1999).

Os estudos epidemiologicos mais completos realizados com leptospirose humana foram
realizados conjuntamente com estudos dos reservatorios. O estudo de reservatdrios auxilia
nas correlagoes com fatores de risco e na determinagdo dos sorovares relacionados com o
homem e reservatorios. Os estudos de reservatdorios no mundo geralmente sao realizados
com metodos diagnosticos padrao ouro (MAT e IMC), embora esses métodos permitam a
determinagao do sorogrupo dos animais e do isolamento do patdgeno, eles ainda sao muito
demorados e trabalhosos. Para estudos epidemioldgicos mais extensos nos reservatérios é
necessario um método de diagnéstico rapido como o PCR. Método que no futuro podera
auxiliar os CCZ nas campanhas de desratizagcao, direcionando os principais locais para o

combate dos roedores.

Os ratos sdo os principais reservatérios de leptospirose humana, no entanto ndao existem
estudos recentes a respeito dos atuais reservatérios de leptospirose em Salvador. Os

estudos da patogénese da leptospirose, além de escassos, raramente sdo realizados em
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reservatdrios urbanos, que representam os portadores cronicos do parasita e convivem com

0s sorovares mais virulentos da doenca, responsaveis pela doenca grave.

No intuito de esclarecer as questdes relacionadas acima foram estabelecidos os seguintes
objetivos: identificar os reservatérios da leptospirose epidémica em Salvador, determinar a
prevaléncia de leptospirose nesses reservatérios e correlacionar os sorovares dos
reservatorios com‘ os sorovares dos casos humanos, desenvolver um teste de diagnédstico

rapido através do teste de PCR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CAPTURAS
4.1.1 Locais de captura

A escolha dos Ioéais de captura dos animais foi realizada de acordo com a ocorréncia de
epidemias, desde maio de 1998 a margo de 1999. Foram escolhidos nove bairros onde
ocorreram casos humanos de leptospirose, uma semana a trés meses até o inicio das
capturas (Federacgéao, Brotas, Sdo Caetano, Liberdade, Déron, Matatu, Mata Escura, Alto do
Cruzeiro e Pernambués) e dois bairros sem casds de leptospirose humana nos ultimos trés

anos (Ondina e Graga).

Nos bairros foram identificadas as casas dos pacientes, os principais habitats de roedores
urbanos e colocadas armadilhas nas proximidades desses habitats. Os habitats desses
roedores foram identificados através da visualizagdo de tocas, pegadas e fezes em locais
proximos a matagais, lixos, esgotos a céu aberto e outros locais de transito desses animais,
nos quintais dessas residéncias e seus arredores. A identificagcdo do local de captura foi
estabelecida para melhorar a eficiéncia da captura e para que as armadilhas colocadas
fossem direcionadas para a captura de animais com potencialidade de serem reservatdrios
de leptospirose. Os dados referentes a esses locais foram relacionados em tabelas

referendadas no Anexo 1.
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O periodo no qual as armadilhas foram colocadas em cada local de captura foi chamado de
sessdo de captura. As armadilhas foram colocadas no local de captura entre o periodo de 18
horas até as 9 horas do dia seguinte ou entre o periodo de 10 horas de um dia as 10 horas

do dia seguinte.

4.1.2 Métodos de Captura e Transporte dos Animais

Os animais foram capturados com armadilhas para a captura de animais vivos da marca
Tomahawk® (Tomahawk Company), nas dimensdes de 20X20X60 cm, com iscas de
toucinho defumado, queijo, banana e pasta de amendoim. Para cada bairro foram escolhidos
de um a quatro locais de captura proximos das residéncias onde ocorreram casos humanos
de leptospirose. Os animais capturados foram recolhidos nas proprias armadilhas que foram
embaladas com sacos plasticos, manipuladas com luvas de borracha e roupa de protegédo e
transportadas no periodo menor do que duas horas para o laboratério de Patologia e Biologia
Molecular do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz onde foi
fornecida agua e ragao “ad libitum” para esses animais até que fossem necropsiados. Os
animais foram necropsiados entre 1 a 24 horas depois da captura. A metodologia de captura
foi adaptada a partir de métodos previamente estabelecidos para a captura de reservatérios

em doengas infecciosas (MILLS et al.,, 1995).

4.1.3 ldentificagao dos reservatorios e suas caracteristicas

O género e a espécie a que pertenciam os animais foram identificados por caracteristica

fenotipicas. O tamanho das orelhas, do corpo, da cauda, da pata e a coloragdo da pelagem.
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A idade aproximada dos R. norvegicus foi determinada através da medida do corpo. De
acordo com as caracteristicas fenotipicas desses animais estabeleceu-se o tamanho menor
e igual a 19 cm para os animais jovens. O sexo foi identificado de acordo com os 6rgaos
genitais. As demais alteragdes morfolégicas externas, como cicatrizes, ferimentos e perdas
de partes do corpo foram anotadas. O dados de mensuragdo e alteragbes morfoldgicas

foram relacionados em tabelas que encontram-se no Anexo 2.

4.2 NECROPSIA

4.2.1 Anestesia

Os animais, antes de retirados das armadilhas, foram colocados em uma caixa de madeira
nas dimensdes de 30X30X70 cm, onde foram submetidos a uma pré- anestesia inalatoria
com eéter etilico. Os animais em estagio trés de anestesia (sem reflexo caudal ou palpebral)
foram retirados das armadilhas onde foram submetidos a uma anestesia intramuscular de
quetamina a 3 mg/kg para a garantia de sua sedagdo durante a retirada dos drgaos. Os
dados relacionados a anestesia foram anotados em tabelas e referendados em tabelas

semelhantes as do Anexo 3.

4.2.2 Coleta de amostras: sangue, urina e tecido renal

Os animais, anestesiados, foram colocados numa bandeja de contengao. Posteriormente foi
realizada a pungao cardiaca utilizando uma seringa de 10 ml com agulha 25 X 8, 21 g.

Inoculou-se a agulha por entre o primeiro espago intervertebral acima do externo atingindo o
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coracao de onde foram retirados de 2 a 10 ml de sangue para obtengao do soro usado no
teste de MAT. O sangue foi mantido em temperatura ambiente por 30 min até coagular e em
seguida centrifugado a 200 g por 15 min. O soro obtido foi aliquotado em tubos de plastico da

marca eppendorf® com capacidade para 1,5 ml e mantidos no freezer a -20°C.

Para a necropsia foi realizada assepsia na regido abdominal com alcool etilico hidratado a
70%. Posteriorme.nte foi realizada uma incisao longitudinal no abdémen e novamente foi
realizada assepsia na regido subcutanea abdominal com uma seqiiéncia, respectiva, de trés
tampdes de gaze, embebidos em alcool etilico hidratado a 70%, alcool iodado e alcool etilico
hidratado a 70%. Apds a assepsia foi realizada a incisao da regido subcutidnea e da camada

muscular abdominal expondo a cavidade abdominal.

Através de puncgao direta da bexiga com seringa de 1 ml e agulha de 25X7 (descartaveis e
estéreis) foram colhidas amostras de urina para os testes de IMC e PCR. A inoculagdo em
meio de cultura EMJH foi imediata e foram estocadas aliquotas em tubos eppendorf® para a
posterior realizagao do teste de PCR. A aliquota minima coletada para a realizagdo de PCR
foi de 0,5 ml, de acordo com dados de BAL, et al., 1994. Nos animais que nao tinham essa
quantidade de urina o PCR néo foi realizado. As artérias e veias renais do rim direito foram
clampeadas utilizando-se uma pinga hemostatica estéril em seguida foi retirado um
fragmento do rim com uma tesoura estéril de ponta curva que foi macerado com uma seringa
de 1 ml estéril e descartavel. O rim esquerdo foi retirado e cortado longitudinalmente em dois
fragmentos que foram fixados imediatamente em formalina tamponada. Apds a coleta das
amostras foram examinados os o6rgaos do sistema urinario, reprodutor e digestivo. As

alteragdes macroscépicas foram anotadas em tabelas representadas no Anexo 4.
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4.2.3 Estocagem das amostras

O soro dos animais foi estocado a -20°C logo apéds a coleta. As leptospiras isoladas em meio
de cultura que iriam ser submetidas ao teste de sorotipagem foram estocadas em meio de
cultura EMJH semi sélido, até que fossem enviadas ao Centro Nacional de Referéncia para a
Letospirose (CNRL) para a sorotipagem. Todos os isolados de leptospiras foram colocados
em meio de cultura EMJH semi-sélido com glicerol a 20% e congelados a -70°C. As
amostras de urina depois da extracdo do DNA foram congeladas a -70°C por até trés meses,
antes da realizagao dos testes de PCR. Os rins coletados para as analises histologicas foram
armazenados por 30 a 40 dias no formol tamponado, antes de serem emblocados em
parafina. Os dados relacionados com a coleta e estocagem de amostra foram anotados em

tabelas relacionadas no Anexo 5.
4 3 ISOLAMENTO EM MEIO DE CULTURA

4.3.1 Preparo do meio de cultura

O meio de cultura EMJH liquido (ELLINGHAUSEN & MCCULLOUGH, 1965} utilizado para o
isolamento das bactérias foi preparado dissolvendo-se 2,3 g de EMJH desidratado (Difco,
Detroit, MI, EUA) em 900 ml de agua destilada, sendo o pH ajustado para 7,2 e autoclavado
a 121 °C durante 15 min. Depois de autoclavado foram adicionados 100 mi de suplemento de
albumina (Difco, Detroit, MI, EUA). Foram distribuidas aliquotas de 5 ml em tubos de vidro

estéreis com capacidade para 20 ml. Esses meios foram colocados em estufa a 30 °C por
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trés dias e testados quanto a contaminagdo. O meio para a estocagem dos isolados foi o
meio de cultura EMJH semi sélido. O preparo do meio foi realizado adicionando 1g de Bacto
agar (Difco, Detroit, MI, EUA) a 450 ml de meio liquido EMJH, aquecido e dissolvido por 4
min em forno de microondas na poténcia maxima. O pH foi ajustado e o meio foi

autoclavado, distribuido e testado do mesmo modo que o meio liquido EMJH.
4.3.2 Inoculagao do meio

Quatro gotas da urina coletada com seringa estéril foram, imediatamente, inoculadas em
cada um dos quatro tubos de meio de cultura EMJH utilizados para o isolamento das
leptospiras da urina. O macerado de rim, realizado em seringa estéril sem agulha, foi
inoculado previamente em um tubo de meio de cuitura EMJH durante 30 minutos para a
sedimentagao do tecido no tubo. Posteriormente, foi inoculado 0,5 ml do sobrenadante dessa
primeira inoculagédo em 4 tubos de meio de cultura EMJH para o isolamento da leptospira do
rim. Com isso, foram mantidos oito tubos de meio de cultura por animal capturado em estufa

bioldgica a temperatura de 28,4°C, exceto nos animais que nao continham urina na bexiga.
4.3.3 Leitura de cultura

As culturas foram lidas semanalmente, no periodo de uma a oito semanas, em microscépio
de campo escuro com aumento de 100 e 400 vezes, ate a observagao de leptospiras. No
aumento de 400 vezes as culturas foram classificadas de uma a trés cruzes, de acordo com
a sua positividade, motilidade e contaminacdo com microorganismos diferentes de

leptospiras. A classificagdo da positividade foi realizada conforme a quantidade de
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leptospiras contadas no campo: de 1 a 5 leptospiras, uma cruz; de 6 a 30 leptospiras, duas
cruzes; de 30 a 50 leptospiras, trés cruzes. A classificagdo da motilidade foi realizada
conforme a quantidade de leptospiras méveis no campo em 25, 50, 75 e 100%. A
classificacdo de contaminantes foi realizada de acordo com a observagdo de
microorganismos moveis, diferentes de leptospira, no campo: de 0 a 1 contaminante, uma
cruz; de 1 a 6 contaminantes, duas cruzes e de 6 a 30 contaminantes, trés cruzes. Os dados
relacionados a bositividade, motilidade e contaminagdo foram anotados em tabela

relacionada no Anexo 6.
4.4 TESTE DE MAT
4.4.1 Preparagao de antigeno vivo

A bateria de antigenos vivos foi composta de 29 sorovares de leptospiras que representam
18 sorogrupos de 7 espécies de leptospiras relacionados na Tabela 1. As leptospiras foram
mantidas em meio de cultura EMJH e repicadas semanalmente. Alguns minutos antes do
teste as culturas de leptospiras foram diluidas em solucao tampéo de salina com 40 g de
NaCl, 7,2 g de Na;HPO,, 1,2 g KH:PO, dissolvidos e ajustados para uma solugéao de 1000 ml
em agua destilada com pH 7,2 (PBS) para que estabelecessem o padrao de 0,5 da escala de
McFarland que equivale a 1,5 X 10° leptospiras por ml. A escala de Mc Farland foi preparada
com 0,5875 de BaCl, em solugao de 50 ml (BaClza 1,75%) com agua destilada e solugdo de
H.S0, a 1%. A escala é preparada para quatro padrdes, 0,5 (0,005 BaCl,a 1,75% de e 9,995
de H.SO4a 1% ), 1,0 (0,1 BaCl.a 1,75% de e 9,9 de HxSO4 a 1%), 2,0 (0,2 BaCl, a 1,75%

de e 9,8 de H,S0O4 a 1%), 3,0 (0,3 BaCl; a 1,75% de e 9,7 de H,SO,; a 1%), com limites
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aceitaveis de absorbancia, ao espectofotdmetro com 625 nm com comprimento de onda,
entre 0,08-1 para o padrao 0,5 e 0,16 a 0,2 para o padrao 1. Os padrdes 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0
correspondiam, respectivamente a 1,5 X 10% 3,0 X 108 6,0 X 10% e 9,0 X 10°® bactérias por

mi.
4.4.2 Triagem e titulacao das amostras de soro

Para a triagem, o soro foi descongelado e diluido em PBS para obter uma diluicdo de 1:50,
filtrado em filtros do tipo swinnex {(Milipore, Sdo Paulo, SP, Brasil) com 0,22 um de poro para
remover as panticulas. Utilizando-se placas Falcon contendo 96 po¢os de fundo chato foi

adicionado 50 pl de soro a 50 ul de cada antigeno. Logo apés a adigao do antigeno ao soro

as placas foram incubadas por duas horas em estufa a 28,4 °C.

Apés a incubagdo, as amostras das reagdes coletadas com alga bacterioldgica e colocadas
em lamina de vidro foram examinadas ao microscépio de campo escuro, em periodo nao
superior a 1 hora. Os resultados positivos foram aqueles que apresentaram mais de 50% de
leptospiras aglutinadas no campo com o aumento de 100 vezes. Os soros positivos foram
armazenados a -4°C e no dia seguinte foi realizada a titulagdo com os antigenos vivos. Para

a titulagado os soros foram diluidos em PBS desde a diluicao 1:50 até a diluigao 1:51.200. O

restante do procedimento foi realizado conforme a triagem, descrita anteriormente. Os

resultados foram anotados em tabelas apresentadas no Anexo 7.
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Tabela 1 - Sorovares utilizados para o teste de microaglutinagéao. Espécies,
sorogrupos, sorovares e cepas da bateria que foi utilizada para os testes de

microagutinagao nas amostras dos soros dos animais capturados.

Num Espécies Sorogrupos Sorovars Cepas

1 L. interrogans Australis Australis Ballico

2 L. interrogans Automnalis Automnalls Aklyami A
3 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
4 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht
5 L. interrogans Canicola Canicola ¢ -

6 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
7 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
8 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20

9 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 3294

10 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

11 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
12 L. interrogans Pomona Pomona Pomona
13 L. interrogans Sentot Sentot Pomona
14 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni* -

15 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhagenis -

16 L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellén 3
17 L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
18 L. borgpetersenii Sejroe Sejroe M 84

19 L. borgpetersenii Woiffi 3705

20 L. borgpetersenij Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
21 L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
22 L. santarosal Shermani Shermani LT 821
23 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
24 L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
25 L. noguchii Panama Panama CZ 214K
26 L. meyeri Ranarum Cuica RP 88
27 L. meyeri Saxkoebing MUS 24
28 L. biflexa Andamana Andamana CH - 11
29 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

*Leptospira pertencente ao sorovar copenhageni que foi isolada de um caso humano em Salvador, Bahia.

Paciente L1 125.

&Leptospira pertencente ao sorovar copenhageni gue foi isolada de um caso humano em Salvador, Bahia.

Paciente L1 130.

+Leptospira pertencente ao sorovar canicola que foi isolada de um caso humano em Salvador, Bahia. Paciente

L1 133.

4.5 SOROTIPAGEM

Os isolados de leptospiras isoladas ao IMC foram enviadas ao CNRL no Rio de Janeiro para
a confirmacgao da sorotipagem. Os isolados em meio de cultura EMJH foram inoculados em

coelhos, conjuntamente com os isolados de uma bateria padrao de leptospiras da OMS e

testados por duas vezes ao teste de MAT, conforme descrito anteriormente.



49

4.6 TESTE DE PCR

4.6.1 Limite de detecgao

Para a determinag¢ao do limite de detecgao de leptospiras pelo PCR foram utilizadas culturas
crescidas por sete dias em meio de cultura EMJH e ajustadas sua concentragao com PBS
com leptospiras da espécie L. interrogans, sorovar copenhageni, cepa M20 para os “primers”
A/B e G1/G2 e com leptospiras da espécie L. kirschneri, sorovar cynopteri e cepa 3522 C
para os “primers” B641/B64ll. Todas as culturas utilizadas para a determinagao do limite de
detecgéo foram diluidas em 1 ml de urina de ratos Wistar nas concentracdes de 10*, 10°, 10°,
10" e 10° leptospiras contadas na camara de Petroff (FAINE, 1999), a partir da concentragao
de 2 x 10° leptospiras. Para o controle positivo foram utilizadas amostras de DNA de
leptospiras diluidas em PBS. O controle negativo para o limite de detec¢ao consistiu de 1 mi
urina de ratos Wistar. Para o controle positivo foram utilizados 10%, 10°, 102, 10" e 10° DNAs
de leptospiras diluidas em 1 ml de PBS, contados na camara de Petroff (FAINE, 1999), a
partir da concentragdo de 2 x 10° DNAs de leptospiras, extraidos a partir de fervura de

leptospiras por 15 min a 100 °C. O controle negativo do controle positivo foi 1 ml de PBS.

4.6.2 Processamento e extracao do DNA das amostras de urina dos animais

capturados

As etapas seguintes consistiram na extracdo do DNA das leptospiras através da fervura (BAL
et al., 1994). Para a extracdao do DNA as amostras de urina dos animais capturados (minimo

de 0,5 e maximo de 1,0 mi) e as amostras de limite de detecgao (1,0 ml) foram centrifugadas
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a 20.000 g por 15 min. O sobrenadante foi retirado deixando somente 50 pl de liquido no
tubo com o cuidado para néo ressuspender os sedimentos. Em seguida os sedimentos foram
lavados com 950 ul de PBS, agitados lentamente e centrifugados a 20.000 g. O
sobrenadante do lavado foi retirado, conforme acima mencionado. Os 50 ul do sobrenadante
e o sedimento foram agitados utilizando o aparelho da marca Vortex® e fervidos a 100°C por
15 min. As amostras fervidas foram centrifugadas a 20.000 g para separar os sedimentos
celulares e os DNAs das leptospiras ficassem no sobrenadante. Os produtos da extragao dos
limites de detecgdo foram processados imediatamente apds a extracdo e os produtos de
extracdo das urinas dos animais capturados ficaram congelados a - 70°C até que fossem

usados na reacao de PCR.

4.6.3 Reagcao de PCR

Os produtos da extragdo foram transferidos para um tubo contendo uma mistura de
reagentes denominada “mix” de PCR. O “mi” consistia de 2,5ul de Tampao 10X, (Life
Technologies, Gibco BRL®, Grand Island, NY, USA), 0,5ul de cada desoxiribonucleotideo
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Life Technologies, Gibco BRL®, Grand Island, NY, USA) a 10
mM, 0,25ul de cada solugao do “primer” (1uM). Todas as amostras foram testadas
separadamente 3 vezes para cada par de “primers” A e B, G1 e G2 e B64| e B64 Il (Operon
Technologies, Operon®, Alameda, CA, USA), 5ul de MgCl; a 100 mM (Life Technologies,
Gibco BRL®, Grand Island, NY, USA), 14,25l 4gua de PCR(LIfe Technologies, Gibco BRL®,
Grand Island, NY, USA), 0,25ul (1 unidade) Taq Polimerase Life Technologies (Gibco BRL®,

Grand Island, NY, USA) e 5ul do extrato de DNA da amostra testada.
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Os “primers” utilizados A (5 GGC GGC GCG TCT TAA ACATG) e B (TTC CCC CCATTG
AGC AAG ATT) (MERIEN, 1992) amplificam 331 pares de bases, os G1 (5’ CTG AAT CGC
TGT ATA AAA GT) e G2 (5GCA GAA ATC AGA TGG ACG AT) amplificam 285 pares de
bases (GRAVEKAMP, 1993) e os primers B641 (5 CTG AAT TCT CAT CTC AAC TC) e
B64l1l (5 GCA GAA ATC AGA TGG ACG AT) amplificam 563 pares de bases. Apds o preparo
do “mix” as amostras foram colocadas em maquina sequenciadora de PCR (Perken Elmer®,
PCR System 2400). Para o “primers” A/B foi usado um tempo de desnaturacao inicial de 3
min a 94 °C e 35 ciclos, com um tempo de desnaturagédo de 60 s a 94°C, um tempo de
anelamento de 90s a 63 °C e um tempo de elongagao de 120 s a 72 °C e com um tempo de
elongacao final de 10 min a 72 °C (Mérien, 1992). Para os “primers’ G1/G2 e B64|/B64ll
foram usadas as mesmas condi¢des acima exceto para o tempo de anelamento que foi de 60
s a 55 °C (GRAVEKAMP, 1993). Os produtos de amplificagao foram analisados em gel de
agarose (Sigma®) a 1,5% de brometo de etideo a 0,001% em tampédo TAE (121 g de Tris
base, 28,55 mil de acido acético glacial e 50 mi de EDTA, ajustados para um volume final de
500 ml de agua 18 Mohm). Em cada gel foram utilizados como controle negativo agua
destilada (Life Technologies, Gibco BRL®, Grand island, NY, USA) e como controle positivo
DNAs de leptospiras em concentragées de 10°, 10?, 10" e 10° (L. interrogans, sorovar
copenhageni e cepa M20 para os “primers” A/B e G1/G2 e leptospiras da espécie L.

kirschneri, sorovar cynopteri e cepa 3522 C para os “primers” B64i/B641l).

4.6.4 Visualizagao do produto de PCR

Para a visualizagao dos pares de bases formados utilizou-se luz ultravioleta e programa de

analise de imagens EAGLE EYE®. As amostras dos animais capturados foram comparadas
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com as amostras dos controles positivos de DNAs de leptospiras em cada gel, tendo sido
consideradas positivas todas as amostras que apresentaram bandas iguais ou maiores que

os controles positivos de 10° DNAs de leptospiras.

4.7 ANALISE DE DADOS

Os calculos entre as comparagdes dos testes foram realizados utilizando os calculos de Qui-
quadrado, exato de Fischer, com significancia de 95% e indice de kappa no programa de

anédlises de dados EPI INFO.

4.7.1 Reservatoérios de leptospirose

Foram considerados como reservatdrios de leptospirose os animais que obtiveram

positividade ao teste de IMC.

4.7.2 Teste de MAT

Foram considerados positivos ao MAT, somente os animais que obtiveram titulos superiores
a 1:100 (FAINE, 1999). O teste de MAT somente determinou a que sorogrupo os animais
pertenciam, os animais que apresentaram reagdes misturadas de sorovares de sorogrupos

nao tiveram seu sorogrupo determinado.
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4.7.3 Sorotipagem das amostras

Aqueles isolados testados que obtiveram titulos iguais, nas duas vezes em que foram
submetidos ao teste de MAT, com diferenga minima de 10% dos isolados da bateria padrao

foram considerados como pertencentes ao mesmo sorovar.

4.7.4 Teste de PCR

Os limites de detecgao dos teste de PCR foram estabelecidos através do niumero minimo de
leptospiras em urina de ratos Wistar infectados com leptospiras (conforme descrigao anterior)

que apresentaram visualizagéo de bandas.

Para os calculos de sensibilidade e especificidade do teste de PCR foram incluidos e
testados um grupo controle de 20 amostras de urina de ratos de laboratério Wistar e 3
amostras de urina de raposas da espécie Cerdocyon thous, oriundas da cidade baiana de
Jacobina (testadas negativamente ao IMC). Os calculos de especificidade e sensibilidade do
teste de PCR foram realizados utilizando-se como padrao os testes de IMC (teste padrao

ouro para a leptospirose).

Para o calculo de sensibilidade do teste de PCR em relacdo ao teste de IMC foram
escolhidas todas as amostras positivas ao IMC que foram testadas ao PCR. Através da
divisao das amostras verdadeiramente positivas pelas amostras verdadeiramente positivas
mais as amostras falso negativas foi obtida a sensibilidade do PCR. Através da divisao das

amostras verdadeiramente positivas pelas amostras verdadeiramente positivas mais as
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amostras falso positivas foi obtido o valor preditivo positivo do PCR. Para o cdlculo de
especificidade do teste de PCR foram escolhidas todas as amostras negativas ao IMC que
foram testadas ao PCR, inclusive as 20 amostras de urina de ratos Wistar e as amostras das
urinas das 4 raposas Cerdocyon thous capturadas em Jacobina para o estudo de
leishmaniose. Através da divisao das amostras verdadeiramente negativas pelas amostras
verdadeiramente negativas mais as amostras falso positivas foi obtida a especificidade do
PCR. Através da divisao das amostras verdadeiramente negativas pelas amostras
verdadeiramente negativas mais as amostras falso negativas foi obtido o valor preditivo
negativo do PCR. Os dados coletados foram colocados em questionario (Anexo 8) e

analisados a partir de programa de analise de dados EPIINFO 6.0, distribuido pela OMS.
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5 RESULTADOS

5.1 CAPTURAS

Foram colocadas armadilhas em 12 bairros de Salvador (Federagao, Brotas, Sao Caetano,
Liberdade, Mata Escura, Doéron, Matatu, Alto do Cruzeiro, Pernambués, Lobato, Ondina e
Graga) (Figura 1). Foram capturados ao todo 150 animais, 142 R. norvegicus e 8 D.
marsupilais. Foram realizadas 109 sessoes de captura no periodo de maio de 1998 a margo
de 1999 em dez bairros de Salvador, excetuando-se o bairro de Ondina. A média de R.
norvegicus capturados foi de 1,3 animais por sessao de captura (Tabela 2). No bairro de

Ondina foram realizadas 5 sess6es de captura com a captura de apenas 1 D. marsupialis.

Figura 1 - O mapa de Salvador demonstra os locais onde foram capturados animais
(circunferéncias). Os locais circunscritos pelas linhas referem-se a 2006 sitios sensitarios da
grande Salvador. Os nimeros de casos referidos na legenda correspondem a 708 casos graves
de leptospirose humana no periodo de marco de 1996 a marco de 1999.
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Tabela 2- Demonstracdao das sessoes de captura (cada dia no qual as armadilhas
foram armadas em cada local de captura) e o numero de animais que foram
capturados por sessdao. A divisao de Periodo 1 e Periodo 2 refere-se,
respectivamente, aos periodos de maior e menor precipitacao pluviométrica.

Periogos Pericdo 1 Periodo 2
Ano 1998 1998 1999
Més Mai  Jun Jut Agc Set | Dez Jan Fev Mar Total
Numero da semana em 4 3 5 1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 1 2 1 2 a 4 23 sem
relagao ao més
Total Capturados 1 7 1 6 2 2 7 6 10 15 9 3 4 6 5 ] 13 9 7 2 9 2 3 3 142
N° Sessdes 1 1 2 3 2 2 1 1 5 5 1" 1 2 4 3 6 18 9 3 1 15 4 2 3 109
Cap/ Ani 1 7 3 2 1 1 7 6 2 34 08 3 2 15 17 08 07 1 23 2 Q.7 0.8 1.5 1 (1.3)
Federagao Capturados 7 - 10 13 4 4 2 . . 7 2 9 Q 1 1 53
N Sessdes 1 El 4 2 2 3 3 1 14 1 1 2 39
Cap/ Ani 7 2 38 2 2 07 23 2 0.6 0 1 0.5 {1.3}
Brotas Caplurados 1 4 2 7 7 6 - 2 - - - . N . . 29
N° Sessoes 1 1 2 1 1 1 1 8
Cap/ Ani 1 4 1 7 7 6 2 (3.6)
Sio Capturados - . - - . . - - - - - - - 5 5 12 6 27
Caetano N° Sessbes 3 [ 12 3 24
Cap/ Ani 1.7 08 1 2 (1.3)
Liberdade Capturados - - 2 5 2 - 9
N Sessdes 1 2 2 5
Cap/ Ani 2 25 1 (1.2)
Mala Escura  Caplurados - - - - - - - - - - . - - 4 - - - - - . a 2 2 2 9
N Sesstes 1 1 3 1 1 7
Cap/ Ani 4 [} Q7 2 2 (1.3)
Ddron Capturados - - . - - - - - - - - - . - - - 1 3 - 5
N° Sessoes 6 6 12
Cap/ Ani 02 05 (0.4)
Malatu Caplurados 3 - 3
N° Sessoes ? 7
Cap/ Ani 0.4 (0,a)
Alto do Capturados - - - - - - - - - 3 2 3
Cruzeiro N° Sessdes 3 2 5
Cap/ Ani 1 1 (M
Pernambués  Capturades - - - - - - - - - - . 3 - - - - - . - - - - . - 3
N° Sessdes 1 1
Cap/ Ani 3 {3
Lobato Caplurados - - - 1 - - . - - - - - - . - - - - - . - - - . 1
N° Sesstes 1 b
Cap/ Ani 1 1)

5.2 TESTES DIAGNOSTICOS

O material biolégico coletados dos animais capturados foram submetidos aos testes de IMC,
MAT e PCR. Os testes foram realizados de acordo com a disponibilidade de materiais
biolégicos. Alguns animais morreram durante o transporte nao sendo possivel a coleta de
sangue para o teste de MAT. Alguns animais nao tinham urina suficiente para a realizagao
dos testes de IMC e PCR. Todos esses dados encontram-se no Anexo 10. Os dados de cada

teste foram analisados separadamente e estéo relacionados a seguir.
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5.2.1 Isolamento em meio de cultura EMJH (IMC)

A urina e o macerado de rim dos 142 R. norvegicus e 4 entre os 8 D. marsupialis capturados
foram submetidos ao teste de IMC. A positividade dos R. norvegicus ao IMC foi de 80%
(114/142), variando de acordo com o bairro de captura de captura de 55% (15/27) em Sao
Caetano a 100% em Matatu, Pernambués e Lobato. Todos os D. marsupialis foram negativos
ao teste de IMC (Tabela 3).

Tabela 3 — Isolamento de leptospiras em meio de cultura EMJH dos R.
norvegicus e D. Marsupialis capturados em 11 bairros de Salvador.

Bairros R. norvegicus D. marsupialis

Total Positivos Negativos Total Positivos Negativos
Federagao 53 46 (B7%) 7 (13%) 2 0 2 (100%)
Brotas 29 27 (93%) 2(7%) 0 0 0
Séao Caetano 27 15 (55%)}) 12 (45%) 0 0 G
Liberdade 9 8 (89%) 1(11%} 0 0 0
Mata Escura 9 6 (67%) 3 (33%) 1 0 1 (100%)
Déron 5 3 (60%) 2 (40%)}) 0 0 0
Matatu 3 3 (100%) 0 0 0 0
Alto do 3 2 (67%) 1 {33%) 0 0 0
Cruzeiro
Pernambués 3 3 (100%) 0 0 0 0
Lobato 1 1 (100%) 0 0 0 0
Ondina 0 o] 0 1 0 1(100%)
Total 142 114 (80%) 28 (20%) 4 0 4 (100%)

Dos 142 R. norvegicus testados, 6% (9) tiveram as culturas de rim e urina com contaminagao
de grau 3 e dos 4 D. marsupialis testados, 25% (1) teve a cultura de rim e urina com
contaminagéo de grau 3 (Anexo 10). O isolamento de leptospiras utilizando-se como indculo

amostras de urina foi de 76% (87/113) e 71% (86/121) utilizando-se como inéculo macerado

P
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renal. Sete culturas foram negativas para o isolamento de macerado renal e positivas para o
isolamento de urina e 9 culturas foram negativas para o isolamento de urina e positivas para
o isolamento de macerado renal, o coeficiente kappa foi de 0,56 (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados de isolamento em melo de

cultura de leptospiras através de dois indculos
diferentes, tecido renal e urina, nos R. norvegicus.

Urina (92)
CULTURA +  CULTURA -
(66) (26)
CULTURA +
59 9
Rim (68)
(92) CULTURA — , .
(24)

Coeficiente kappa = 0,56

Os resultados do teste de IMC nos R. norvegicus variaram em relagao ao sexo e as faixas
etarias. As fémeas e os animais adultos tiveram maior positividade. Considerando todos os
R. norvegicus capturados a positividade das fémeas adultas foi de 94% (51/54) e das jovens
de 100% (5/5). Nos machos adultos a positividade foi de 78% (55/70), os jovens tiveram 42%
de positividade (5/12). Essa relagdo de positividade teve comportamento semelhante em
todos os bairros, exceto nos bairros onde ndo foram capturados animais de todos 0s sexos e
faixas etarias. O bairro que apresentou o maior numero de R. norvegicus negativos foi o
bairro de Sao Caetano, com 12 animais negativos, entre os machos adultos a negatividade
foi de 46% (6/13), entre as fémeas adultas a negatividade foi de 27% (3/12) e entre os
machos jovens a negatividade foi de 100% (3/3) (Tabela 5). Os resultados do teste de IMC

nos D. marsupialis, quanto a idade e faixa etaria, nao foram avaliados.
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Tabela 5 — Demonstragao do isolamento de leptospiras em melo de cultura EHJH do macerado de
tecido renai e/ou de urina de R. norvegicus (diferentes sexos e faixas etarias) nos dez bairros do
municipio de Salvador, Bahla, capturados e testados durante o periodo de 24/5/1998 a 30/3/1999.

Adultos Jovens
N=124 N=17
Machos Fémeas Machos Fémeas
N=70 N=54 N=12 N=5

J_":ﬁg 55(78%)  15(12%) 51 (94%) 3 (6%) 5 (42%) 7 (58%) 5 (100%) 0
Bairros Positivos Negativos Positivas Negativas Positivos Negativos Positivas Negativas
Federagao 18 (90%) 2 (10%) 24 (100%}) 0 3 (60%) 2 {40%) 3 (100%) 0
N=52
Brotas 17 (94%}) 1 (6%) 7 (100%) 0 2(67%) 1 (33%) 1 (100%}) 0
N=23
Sao Caetano 7 (54%) 6 (46%) 8 (73%) 3(27%) 0 3 (100%) 0 0
Liberdade 5 (83%) 1{(17%) 3 (100%) 0 0 0 0 0
N=9
Mata Escura 3 (50%) 3 (50%) 3 (100%}) 0 0 0 0 0
N=9
Doron 1(50%) 1 (50%) 2 {(100%) 0 0 1(100%) 0 0
N=5
Matatu 0 0 2 0 0 0 1 {100%) 0
N=3
Alto do 1{50%) 1 (50%) 1 0 0 0 0 0
Cruzeiro
N=3
Pernambués 2 {(100%) 0 1 (100%) 0 0 0 0 0
N=3
Lobato 1(100%) 0 0 0 0 0 0] 0

N=1

Foi excluido um R. norvegicus do bairro da Federagao cujo sexo nao foi determinado.

5.2.1.1 R. norvegicus testados ao IMC e sua relacao ecoldgica

Foram observadas variagdes de positividade nos AR. norvegicus testados ao IMC. Os
resultados foram comparados aos casos humanos de leptospirose, variagdes temporais e
variagdes climaticas. Em bairros que apresentaram poucos casos de leptospirose humana
(zero a um) a prevaléncia de leptospirose entre os R. norvegicus foi alta, como observado em
Brotas e Matatu. No bairro de Sao Caetano, onde a prevaléncia ao teste de IMC nos A.

norvegicus foi a mais baixa entre todos os bairros estudados, ocorreram de 3 a 6 casos de



60

leptospirose humana no periodo do estudo (Figura 2). Ocorreu uma variagao temporal da
positividade dos R. norvegicus testados ao IMC. As positividades foram menores que 50% na
segunda semana de julho, 25% (1/4), na primeira semana de janeiro, 33% (2/6) e na
segunda semana de janeiro, 14% (1/7). Nas outras 21 semanas de captura as positividades
foram maiores que 50% ao teste de IMC. Os dados relativos a essa variagao de positividade

encontram-se relacionados na Figura 3.

Figura 2 — O mapa de Salvador demonstra o resultado dos R. norvegicus testados ao
isolamento em meio de cultura e também os casos graves de leptospirose no periodo
de maio de 1998 a marco de 1999.
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Figura 3 — O grafico demonstra os R. norvegicus testados ao isolamento de
leptospiras em meio de cultura EMJH durante as 24 semanas de captura nos periodos
de inverno (Periodo 1, da semana 1 a 15) e de verao (Periodo 2, da semana 15 a 24).

20 _

M Animais capturados

O Animais positivos ao IMC

Numero de animais

Periodo 1 Periodo 2

A variacao da positividade dos R. norvegicus testados ao IMC foi comparada com os indices
de casos humanos de leptospirose, temperatura, umidade relativa do ar e indices
pluviométricos. Na segunda semana de julho e na primeira semana de janeiro, onde as
prevaléncias de positividade foram baixas, respectivamente, 25% (1/4) e 33% (2/6), os
indices pluviométricos foram menores do que 20 mm. Na segunda semana de janeiro, onde
a prevaléncia do teste de IMC nos R. norvegicus também foi baixa, 14% (1/7), os indices
pluviométricos foram maiores do que 80 mm. Comparando as prevaléncias do teste de IMC
com as médias dos indices pluviométricos totais do verao e inverno (periodos de seca e

chuva) nao sao observadas correlagdes positivas (Figura 4).



Figura 4 - Grafico dos casos humanos de leptospirose, relacionando temperatura, 62
precipitacao pluviométrica e os R. norvegicus positivos testados ao isolamento em
meio de cultura EMJH (setas), durante 24/5/98 a 30/3/99.
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5.2.2 Teste de microaglutinacao (MAT)

Foram testados 124 soros pelo teste de MAT, sendo 117 soros de R. norvegicus e 7 soros de
D. marsupialis. A positividade nos soros dos R. norvegicus foi de 68% (80/117) e os titulos
variaram de 1:50 a 1:12800. O titulo de maior prevaléncia foi o 1:200. Foram considerados
positivos somente os animais com titulo maior que 1:100, 3,5% (3/80) tiveram reacgoes
misturadas (titulos de 1:200 entre sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Autumnalis, 1:400 entre
os sorogrupos Canicola e Icterohaemorrhagiae e 1:1600 aos sorogrupos
Icterohaemorrhagiae e Djasiman) e foram excluidos dos resultados para a determinagao do

sorogrupo. Os sorogrupos determinados foram Icterohaemorrhagiae 96% (74/77) e Djasiman
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4% (3/77). Os D. marsupialis tiveram 71% (5/7) de positividade para o sorogrupo
Semaranga, quatro pertencentes ao sorovar patoc e um pertencente so sorovar sentot

(Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados do teste de microaglutinacao em 117 soros de R. norvegicus e
7 soros de D. marsupialis com as respectivas soropositividades em ordem
decrescente de titulacao.

Titulo Sorogrupo Nao aglutinados Misturados ~ Total
Icterohaemorhagiae Djasiman Semaranga

51600 0 - - - - (0 /124)
12800 1 - - - - (17124}
6400 1 - - - - (1/(124)
50 2 - - - - (2/124)
3200 4 - - - - (4/124)
1600 8 - 1 (9/124)
100 7 2 4 (4D) - - (13/124)
400 13 - - - 1 (14/124)
800 17 - - - - (17/124)
200 23 1 1 (1D} . 1 (26/124)
0 - - - 37(2D) - (37/124)
Total 76 3 5 (5D) 37(2D) 3 124 (7D)

Os (XD) representam o nimero de D. marsupialis, os demais sdo R. norvegicus.

No teste de MAT nos R. norvegicus a prevaléncia foi maior nas fémeas do que nos machos;
e, nos jovens, do que nos adultos. Nas fémeas adultas foi de 77% (37/48) e machos adultos
foi de 60% (36/60). A positividade fémeas jovens foi de 100% (4/0)} e nos machos jovens foi

de 80% (4/5) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Resultados do teste de microaglutinacao no soro dos R. norvegicus
capturados em dez bairros do municipio de Salvador, Bahia, durante o periodo
de 24/5/1998 a 30/3/1999. Os animais estdao separados por bairros, sexo e faixa
etaria.

Adultos Jovens
(108) 9

Machos (60) Fémeas (48) Machos (5) Fémeas (4)
Bairros Positivos ~ Negativos  Positivas Negativas Positivos Negativos Positivas Negativas

(36) (24) (37) (11) (4) (1) 4 ©

(60%}) {40%) {77%) (23%) (80%) (20%) (100%)

Federacéo (50) 11 (62%) 7 (38%) 20 (83%) 4 (17%) 4 (80%)}) 1 (20%) 3 (100%) 0
Brotas (26) 12 (64%) 7 (36%) 5 (84%) 1 (16%) 0 0 1 (100%) 0
SacCaetano {18) 6 (58%} 5 {42%) 4 (57%) 3 (43%) 0 0 0 0
Liberdade (9) 2 (40%) 4 (80%) 1(33%) 2 (67%) 0 0 0 0
Mata Escura {5) 1{50%) 1(50%) 3 (100%}) 0 0 0 o 0
Doron (2) 0 0 2 {100%) 0 0 0 0 0
Matatu (2) 0 0 1 (50%) 1 (50%) 0 0 0 0
Alto do Cruzeiro (1) 1 (100%) 0 0 0 0 0 0 0
Pernambués (3) 2 (100%) 0 1 (100%) 0 0 0 0 0
Lobato (1) 1 (100%) 0 0 0 0 0 0 0

Foi excluido um R. norvegicus cujo sexo nao foi determinado.

5.2.2.1 Comparacao entre IMC e MAT

Os testes de IMC e MAT quando interpretados conjuntamente para obtengao da positividade
dos R. norvegicus a ao menos um dos testes determina uma prevaléncia de 87% (124/142).
A comparagéo entre todos 0s animais, nos quais foram realizados os dois testes, demonstrou
que 89% (100/112) dos R. norvegicus apresentaram positividade a pelo menos um dos

testes, 25% (25/100) apresentaram-se positivos ao IMC e negativos ao MAT 33% (4/12)
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apresentaram-se negativos ao IMC e positivos ao MAT. A sensibilidade do MAT em relagéo
ao IMC é de 75% (75/100). O coeficiente kappa foi de 0,23 (Tabela 8). Os resultados dos D.
marsupialis nao foram comparados, pois, todos foram negativos ao IMC, prevalecendo os
resultados somente do MAT, citados anteriormente.

Tabela 8 — Comparagao dos testes de

microaglutinagao (MAT) no soro e isolamento

de leptospiras em meio de cultura EMJH(IMC)

de 112
R. norvegicus.

IMC (112)
IMC + IMC ~
(100) 12)
MAT +
7
MaT (79 ° *
(12)  pmaT-
(33) 25 8

Coeficiente kappa = 0,23

5.2.3 Sorotipagem dos isolados e comparagao dos reservatorios e casos humanos

Foram encaminhadas 59 amostras dos isolados de leptospiras em IMC ao CNRL para que
fosse realizada a sorotipagem dessas amostras. Todas as amostras foram sorotipadas como
pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrthagiae, 32 de Brotas, 16 da Federacao, 7 da

Liberdade, 3 de Matatu e 1 de Lobato.

5.2.4 Teste de PCR
No teste de PCR o limite de detecgao estabelecido para os “primers” de GRAVEKAMP et al.,
1993 foi de 1 leptospira (Figura 5). Os animais foram testados separadamente para esse tipo

de "primer" (Figura 6), utilizando também como controles negativos a urina de ratos Wistar

de laboratoério
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Figura 5 — Limite de deteccao de leptospiras do teste de reacao
em cadeia da enzima Taq DNA polimerase em urina de ratos
Wistar utilizando os "primers" G1/G2 de GRAVEKAMP, et al.,
1993.

pb. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de andlises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o limite de detec¢ao do teste de PCR em urina de ratos Wistar. O sorovar de leptospira utilizado foi o copenhageni e os
“primers” foram os G1 eG2 que determinam 284 pares de bases. No pogo 1 estd o marcador de pares de bases denominado ¢X174, ao
lado estéo os numeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o controle negativo com agua destilada. Nos pogos 3,
4, 5 e 6 estdo, respectivamente, 1000, 100, 10 e 1 DNAs de leptospiras fervidos e diluidos em agua destilada. No pogo 7 esta o controle
negativo com agua destilada centrifugada em urina de rato Wistar. Nos pogos 8, 9, 10, 11 e 12 estao, respectivamente, 10000, 1000, 100,
10 e 1 DNAs de leptospiras centrifugadas em urina de rato Wistar.

Figura 6 — Teste de reacao em cadeia da enzima Taq DNA
polimerase para leptospiras em urina de R. norvegicus
utilizando os "primers" G1 e G2 de GRAVEKAMP, et al., 1993.
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A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de anélises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o teste de PCR realizado na urina de R. norvegicus com os “primers” G1 e G2. No pog¢o 1 estd o marcador de pares de
bases denominado DNA ladder 100, ao lado esquerdo estdo os nimeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o
controle negativo com &gua destilada. Nos pogos 3, 4, 5 estdo, respectivamente, 100, 10 e 1 DNAs de leptospiras fervidos. No pogo 7 esta
o controle negativo de agua destilada centrifugada em urina de ratos Wistar. Nos pogos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 estéo as urinas dos R.
norvegicus de nimero 92, 93, 96, 102, 125, 134, 136 e 148. Acima da numeragao dos pogos estdo os resultados dos testes de isolamento
em meio de cultura EMJH (IMC) nos animais.
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(Figura 7) e as urinas dos D. marsupialis e dos C. thous somando ao todo 87 testes, 61 nos
R. norvegicus, 3 nos D. marsupialis, 3 nos C. thous e 20 nos ratos de laboratério Wistar.

Figura 7 — Animais testados ao PCR com os primers de
GRAVEKAMP, et al., 1993 e seus controles negativos
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A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de andlises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o teste de PCR realizado na urina de R. norvegicus com os “primers” G1 e G2. No pogo 1 estd o marcador de pares de
bases denominado DNA ladder 100, ao lado esquerdo estdo os numeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esté o
controle negativo com agua destilada. Nos pogos 3, 4, 5 e 6 estao, respectivamente os R. norvegicus 144, 145, 146 e 147. Nos pogos 7, 8,
9, 10 e 11 estao as urinas dos ratos Wistar numeros 16, 17, 18, 19 e 20. Acima da numeragao dos pogos estédo os resultados dos testes de
isolamento em meio de cultura EMJH (IMC) nos animais.

Para o calculo da sensibilidade e da especificidade do teste de PCR foram excluidos dois
animais (R. norvegicus) que apresentaram contamina¢ao de grau 3 no IMC e resultado
negativo. Os resultados obtidos com os testes realizados com os "primers" G1 e G2 de
GRAVEKAMP, et al., 19983, foram somados aos testes realizados com os dois outros tipos de
pares de "primers" para o calculo da sensibilidade e especificidade. O limite de detecgao
estabelecido para os “primers” foi de 10 leptospiras (Figura 8). Os animais entdao foram
testados separadamente para esse tipo de "primer" (Figura 9), utilizando também como
controles negativos a urina de ratos Wistar (Figura 10) e as urinas dos D. marsupialis e dos
C. thous somando ao todo 90 testes, 62 nos R. norvegicus, 5 nos D. marsupialis, 3 nos C.

thous e 20 nos ratos de laboratério Wistar.
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Figura 8 - Limite de deteccao de Ileptospiras
icterohaemorrhagiae do teste de reacao em cadeia da enzima
Taq DNA polimerase em urina de ratos Wistar utilizando os
"primers" de MERIEN, et al., 1992.

A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de andlises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o limite de detecg¢éo do teste de PCR em urina de roedores. O sorovar de leptospira utilizado foi o copenhageni, a urina
foi de ratos Wistar e os “primers” foram os de Mérien (A e B), que determinam 331 pares de bases. No pogo 1 estd o marcador de pares de
bases denominado ¢$X174, ao lado estdo os numeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o controle negativo com
agua destilada. Nos pogos 3, 4, 5 e 6 estao, respectivamente, 1000, 100, 10 e 1 DNAs de leptospiras fervidos. No pogo 7 esta o controle
negativo com agua destilada centrifugada em urina de rato Wistar. Nos pogos 8, 9, 10, 11 e 12 estao, respectivamente, 10000, 1000, 100,
10 e 1 leptospiras centrifugadas em urina de rato Wistar.

Figura 9 - Teste de reacao em cadeia da enzima Taq DNA
polimerase para leptospiras em urina de R. norvegicus
utilizando os “primers” de MERIEN, et al., 1992.
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A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de andlises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o teste de PCR realizado na urina de R. norvegicus com os “primers” A e B. No pogo 1 estd o marcador de pares de
bases denominado ¢X174, ao lado estao os numeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o controle negativo com
agua deionizada. Nos pogos 3, 4, 5 e 6 estao, respectivamente, 1000, 100, 10 e 1 DNAs de leptospiras fervidos. Nos pogos 7, 8, 9, 10, 11
e 12 estao as urinas dos R. norvegicus de numero 107, 120, 129, 130, 135 e 141. Acima da numeragao dos pogos estao os resultados dos
testes de isolamento em meio de cultura EMJH (IMC) nos animais.
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Figura 10 - Teste de reacdao em cadeia da enzima Taq DNA
polimerase para leptospiras em urina de R. norvegicus e ratos de
laboratério Wistar utilizando os “primers” de MERIEN, et al., 1992.

A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de anélises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o teste de PCR realizado na urina de R. norvegicus com os “primers” A e B. No pogo 1 estd o marcador de pares de
bases denominado DNA ladder 100, ao lado estdo os nuimeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o controle
negativo com dgua destilada. Nos pogos 3, 4, 5 e 6 estao, respectivamente os R. norvegicus 144, 145, 146 e 147. Nos pogos 7, 8, 9, 10 e
11 est@o as urinas dos ratos Wistar numeros 16, 17, 18, 19 e 20. Acima da numeragao dos pogos estao os resultados dos testes de
isolamento em meio de cultura EMJH (IMC) nos animais.

Figura 11 — Teste de reacao em cadeia da enzima Taq DNA
polimerase para leptospiras em urina de R. norvegicus utilizando os
“primers” B64 de GRAVEKAMP, et al. 1993

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

A imagem acima demonstra o gel de agarose iluminado com luz utravioleta e capturado em programa de anélises de imagem Eagle Eye.
Esse gel demonstra o teste de PCR realizado na urina de R. norvegicus com os “primers” B64l/Il. No pogo 1 estéd o marcador de pares de
bases denominado $X174, ao lado estdo os numeros de pares de base que o marcador determina. No pogo 2 esta o controle negativo com
agua deionizada. Nos pogos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 estdo as urinas dos R. norvegicus de numero 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 47, 48, 55, 71 e 82. Acima da numeragao dos pogos estdo os resultados do teste de isolamento de leptospiras em meio de cultura
EMJH (IMC) nos animais.
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Para o calculo da sensibilidade e da especificidade do teste de PCR foram excluidos dois
testes realizados com o R. norvegicus, pois apresentaram contaminagao de grau 3 no IMC e
resultados negativos. Os resultados obtidos com os testes realizados com os "primers" de
Mérien, et al., 1992 foram somados aos testes realizados com 0s dois outros tipos de pares
de 'primers" para o calculo da sensibilidade e especificidade. Para os calculos de
especificidade do teste de PCR foram utilizados 61 R. norvegicus, 3 D. marsuplalis, 3 C.
thous e 20 ratos de laboratério Wistar. A especificidade foi de 97% (32/33). A sensibilidade
foi de 89% (48/54). O valor preditivo positivo foi de 98% (48/49) e o valor preditivo negativo
foi de 84% (32/38) (Tabela 9). Os resultados dos testes em cada um dos animais encontram-

se no Anexo 9.

Tabela 9 — Tabela comparativa entre os testes
de isolamento em meio de cultura (IMC) e PCR

Animais capturados Animais
Rattus norvegicus Laboratoriais e
Didelphis marsupialis Cerdocyon thous
(64) (23)
IMC + IMC —
(54) (10)
PCR + 0
(49) 48 1
PCR
(84)
PCR - 6 9 23

(38)
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6 DISCUSSAQ

O trabalho foi desenvolvido no meio urbano visando a identificagao de reservatérios animais
sinantropicos de leptospirose em Salvador, Bahia. Os reservatdrios animais de leptospirose
sdo responsaveis pela manutengao da leptospira viva e sua disseminagao no ambiente. A
leptospira pode sobreviver e multiplicar-se fora dos organismos animais, desde que existam
acidos graxos disponiveis, no entanto, a presenga de reservatdrios animais € determinante
para o estabelecimento da doenga. No meio urbano, de um modo geral, os principais

reservatorios de leptospirose sao os R. norvegicus e os R. rattus.

Um dos principais estudos a respeito de leptospirose em Salvador foi realizado na década de
50 por ANDRADE & OLIVEIRA, 1954, através do teste de Levaditi com a captura do R. rattus
e do R. norvegicus. Os autores determinaram somente os H. norvegicus como sendo
reservatério de leptospirose. Apds esse estudo CALDAS et al., 1979 determinaram como
provaveis fontes de infecgdo agua, esgoto, rato, lama e o lixo. Na década de 90 CALDAS et
al, 1992 examinaram hemosoros de R. norvegicus e de D. marsupialis encontrando os
sorovares grippothyphosa, icterohaemorhagiae e australis para o primeiro grupo de animais e
o sorovar patoc para o segundo grupo, na porcentagem de 20% para ambos os animais.
Apos esses estudos ndo foram realizados outros estudos examinando reservatérios de
leptospirose em Salvador, deixando uma grande lacuna no conhecimento dos reservatérios

da doeng¢a no municipio.

Segundo dados de 1991 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), da década
de 50 até a década de 90 ocorreu um aumento de 350% no numero de casos da doenga no

Brasil. A mudanca dos padrdes epidemioldgicos da doenga (de uma doenga ocupacional

.
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para uma doenga com epidemias urbanas) acompanharam o aumento do numero de casos
humanos o que provavelmente deve ter sido seguido por aumento no numero de
reservatérios urbanos da doenga. A comparagdo dos dados de ANDRADE & OLIVEIRA,
1954 em relagao aos dados atuais demonstram que ocorreu um aumento na prevaléncia de
de leptospiras nos R. norvegicus de 29,25% em 1954 pelo teste de Levaditi para 80% de
positividade ao teste de IMC em 1999. Os dois tipos de testes tém diferengas quanto a
sensibilidade e especificidade que serao discutidas nos préximos tépicos, no entanto, mesmo
considerando que o teste de IMC € mais sensivel do que o teste de Levaditti, as diferengas
de prevaléncia sao altas, indicando um provavel aumento na prevaléncia de leptospiras nos
R. norvegicus neste periodo. Em 1954 foram capturados trés R. raftus que nao foram
positivos ao teste de Levaditi, no estudo de CALDAS, et al., 1992 e no presente estudo foram
capturados somente R. norvegicus e D. marsupialis. De um modo geral o R. rattus esta mais
associado ao meio rural, na década de 50, provavelmente, ainda havia caracteristicas
geograficas mais semelhantes ao meio rural na cidade de Salvador, o que justificaria a
captura desses animais. Evidentemente isso ndo esgota a possibilidade de ocorréncia de R.
rattus em localidades nao pesquisadas nesse estudo. O D. marsupialis € um marsupial
comum no territério nacional e é visualizado a noite, em regides de Mata Tropical ainda
remanescentes na cidade. Nao foram isoladas leptospiras nos D. marsupialis ao teste de
IMC, determinando assim, de acordo com os estudos realizados, que o R. norvegicus é,
provavelmente, o principal reservatério sinantrépico de leptospirose de Salvador, desde a

década de 50.

A colocagdo das armadilhas a partir da identificagao dos casos de leptospirose humana

mostrou-se adequada para a identificagdo dos reservatérios de leptospirose. Os casos
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humanos direcionaram a localizagdo dos reservatérios. Os bairros de Ondina e da Graga
foram escolhidos com sendo bairros onde nao ocorreram a doenca humana, no entanto,
devido a baixa média de captura por sessao de captura as capturas nesses locais foram
suspensas. Os bairros onde nao ocorrem a leptospirose humana as capturas de roedores
sao dificultosas. Embora, casualmente, sejam vistos R. norvegicus circulando por esses
locais os animais escondem-se em esgotos canalizados e a sua circulagdao em residéncias €
menos frequente do que nos bairros onde ocorre a leptospirose. Provavelmente esse fator
esteja ligado aos fatores de risco, muito em bora os R. norvegicus desses locais possam

também albergar o parasita.

A metodologia empregada para a captura dos animais foi a metodologia utilizada para o
estudo de reservatérios de doengas infecciosas (MILLS et al, 1995) e reservatérios de
leptospirose (FAINE, 1999). A captura de animais vivos permitiu a retirada de sangue e a
obteng&o de material biolégico integro. Os animais que morreram durante o transporte foram
necropsiados e encontram-se no Anexo 9. Os sete animais que foram necropsiados foram
incluidos no estudo, pois trés deles apresentaram cultura positiva. A explicagdo para os
animais positivos pode ser dada pela sobrevivéncia da leptospira na urina por algumas
horas. O tamanho dos gradis das armadilhas utilizadas (20X20mm) nédo permitiu a captura de

R. norvegicus muito jovens e de M. musculus.

A média de captura foi de 1,3 R. norvegicus por sessao de captura. Nao foram realizadas
comparagdes entre as medias de captura de outros trabalhos, pois, ndo existem esses tipos
de dados em trabalhos realizados com capturas de R. norvegicus. A média de captura dos

animais pode servir de apoio para estudos futuros, como previsfées da quantidade de animais
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que poderdao ser capturados, estabelecimento de dados de infestagdo de roedores para
avaliagao do impacto de programas de detetizagao e estudos ecolégicos de uma forma geral.
Uma das aplicagbes imediatas para esses tipos de dados no Brasil é que ate o presente a
Fundagdo Nacional de Saude ainda nao estabeleceu os pardmetros para a estimativa de
infestagdo de roedores, informagao essencial para o direcionamento das campanhas de
combate a roedores, nos programas de combate a leptospirose e outras doengas

transmitidas pelos mesmos.

A captura de 142 R. norvegicus e oito D. marsupialis demonstra que esses animais sao os
principais animais sinantropicos que habitam as vizinhangas das residéncias no municipio de
Salvador e que s@o os potenciais reservatérios de leptospirose. As duas espécies animais
ndo sdo susceptiveis a doenga e podem eliminar leptospiras nos esgotos, lamagais,
lavanderias, cozinhas, hortas e matagais, onde existem condigcdes de umidade, pH e
temperatura adequadas para a sobrevivéncia das leptospiras. O R. norvegicus é um
reservatdrio classico da leptospirose, principalmente no meio urbano, responsavel por
carrear 0s sorovares mais patogénicos como o icteroha‘emorrhagiae e o copenhageni. O D.
marsupialis € um marsupial que ja foi determinado como carreador de um sorovar
denominado bratislava (SANTA ROSA, 1970), ndo existem dados a respeito de doenga
humana ocasionada por esse sorovar e carreador do sorovar patoc (CALDAS, et al., 1992),
nao patogénico. O presente estudo determinou o R. norvegicus como sendo reservatério de
leptospirose através do teste de IMC. No D. marsupialis foram determinadas reagdes de
anticorpos contra leptospiras vivas crescidas em meio de cultura, 0 que ndo determina a
presencga ativa do parasita e ndo o classifica como sendo reservatério de leptospirose. Os

dados acima apontam o papel do R. norvegicus como o principal reservatorio sinantrépico de
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leptospirose em Salvador. Nao foi possivel determinar com exatidao papel do D. marsupialis,
devido a pouca quantidade de animais capturados, no entanto, pelos achados esses animais

sao resistentes a leptospirose e ndo carreiam parasitas vivos.

Os testes diagnésticos empregados para o estudo da leptospirose foram o IMC, o MAT e o
PCR. O IMC e o MAT sao os mais utilizados para o diagndstico de leptospirose em animais,
sao considerados padrao ouro e indicados pela OMS. O PCR é um método de diagndstico
rapido preconizado para o diagnéstico de doengas infecciosas e foi desenvolvido e testado
para que pudesse ser avalida a sua eficiéencia como teste de diagndstico rapido para
identificagdo de reservatérios animais de leptospirose. Os problemas citados em literatura
quanto a laboriosidade dos testes de IMC e MAT foram confirmados nesse estudo. O IMC
requer leituras semanais que duram até oito semanas no caso dos R. norvegicus. O MAT
requer a manuten¢cdo de uma bateria de leptospiras vivas com repiques semanais (nesse
estudo 23 sorovares diferentes) que sdo colocados em reagao com cada amostra testada,
limitando o numero de amostras a ser testada a cada exame, pelo grande numero de
sorovares diferentes. Além disso, as leituras tém sao realizadas em menos de duas horas,
necessitando de duas pessoas do teste e a titulagao tem que ser feita em até 24 horas apéds

a triagem, para que os anticorpos ainda estejam preservados.

No presente estudo o PCR mostrou-se adequado para a identificagao dos reservatérios, no
entanto, nos estudos onde sao necessarios dados a respeito dos sorovares e o isolamento
do parasita, os testes de IMC e de MAT ainda sao necessarios. O teste de MAT permite
identificagdo do sorogrupo do parasita de um modo mais rapido e o teste de IMC consegue-

se dispor do parasita em meio de cultura, permitindo estudos de patogenese e a identificagéo
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do sorovar do parasita atraves da sorotipagem. A utilizacdo de trés pares de "primers"
distintos utilizados nesse estudo permitiu a identificacdo de leptospiras de espécies
diferentes, pois os "primers" A e B detectam sete batérias patogénicas e uma nao
patogénica, os pares G1 e G2 detectam seis bactérias patogénicas menos a L. kirshneri e os
pares B64l e¢ B64Il detectam apenas a espécie L. kirshneri (MERIEN et al, 1992,
GRAVEKAMP et al, 1993). Para o caculo da sensibilidade e especificidade e valores
preditivos do teste de PCR foi utilizado o teste de IMC. A especificidade de 97% e a
sensibilidade de 89% do PCR demonstraram que a aplicabilidade da técnica em animais
sinantropicos € viavel. Em estudos futuros o PCR permitira trabalhos de identificagdo de
reservatérios com maior rapidez, poderdo ser identificados outros tipos de reservatérios

como caes e animais silvestres.

A prevaléncia de anticorpos antileptospiras no soro dos R. norvegicus testados ao IMC foi de
80% (114/133). A positividade encontrada de 80% demonstra a maior positividade de IMC
encontrada na literatura mundial. Os trabalhos de reservatérios testados ao IMC, mais
antigos e anteriores as epidemias urbanas de leptospirose, apresentaram prevaléncias
menores. Em Sao Paulo no ano de 1948, 15,05% de 259 R. norvegicus foram positivos para
a leptospirose pela cultura de macerado de fragmentos renais (GOMES et. al.,, 1950). Em
Barbados nos anos de 1964/65 a positividade ao IMC de fragmentos de tecido renal e exame
direto ao microscépio de campo escuro foi de 27% (37/138) para os R. norvegicus e 15%
(15/98) para os R. rattus (TAYLOR et. al.,, 1991). Em Israel no ano de 1956, 14% (13/56) dos
R. rattus e 26% (5/35) dos R. norvegicus foram positivos ao teste de IMC de fragmentos de
tecido renal (HOEDEN & SZENBERG, 1956). Em trabalhos realizados no meio rural os

indices de positividade sao muito baixos, quando comparados aos indices do meio urbano.
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Na Inglaterra entre os anos de 1991 e 1993 em fazendas nos municipios de Oxfordshire,
North Wales e Hampshire a positividade foi 4% (8/219) nos R. norvegicus ao teste de IMC

em fragmentos de tecido renal (WEBSTER et al., 1995).

Em trabalhos mais recentes, em locais onde a leptospirose € uma doeng¢a de impacto na
saude publica e ocorrem epidemias urbanas, os indices de positividade ao IMC ainda sao
menores do que os desse estudo, mais apresentam indices de positividade mais aitos em
relacdo aos trabalhos antigos e aos realizados no meio rural. No meio urbano a positividade
que mais se aproximou foi a do presente estudo foi a da cidade de Detroit, Michigan, EUA,
entre os anos de 1975/76, onde, 59,2% (221/373) dos A. norvegicus foram positivos ao teste
de IMC em fragmentos de tecido renal (THIERMANN, 1983), no entanto, em Detroit a
leptospirose humana nédo é considerada uma doenga de muita importancia. Em Barbados
foram capturados animais nos arredores domésticos e em fazendas, nos anos de 1986/87 a
positividade foi 19% (12/63) (26 AR. rattus e 37 R. norvegicus) e nos anos de 1994/95 a
positividade foi de 16% (16/100) (24 R. rattus e 76 R. norvegicus } para o teste de IMC em

sangue, urina e fragmento de tecido renal (LEVETT et al., 1998).

Todos esses dados da literatura mundial a respeito do teste de IMC de leptospiras em R.
norvegicus, nos diversos ambientes 0s quais podem ser encontrados casos de leptospirose
humana {meio urbano sem epidemias da doenga; em épocas mais antigas, antes das
epidemias urbanas mundiais; nos trabalhos mais recentes, em locais de epidemias urbanas e
no meio rural) indicam o R. norvegicus como reservatdrio cosmopolita da doenga. O fato do
presente estudo determinar um indice de positividade maior do que os outros estudos

estabelece que provavelmente o alto indice de prevaléncia do leptospiras nos R. norvegicus
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de Salvador seja um fator determinante para o aumento dos fatores de risco associados a

doenga.

Os dados do presente estudo demonstram que o teste de IMC é adequado para o estudo de
reservatorios com uma sensibilidade muito alta e pode ser usado com seguranga para o
diagnéstico de leptospiras em reservatorios de leptospirose e como teste padrao para outros
testes diagndsticos. Entretanto, existem os problemas para a realizagdo do teste,
considerando que ele € um teste demorado, pois o tempo para o crescimento de leptospiras
varia de 1 a 8 semanas, com a necessidade de ser lido semanalmente. Algumas espécies de
leptospira talvez ndo crescam no meio EMJH, seja por competicdo com outra espécie ou no
caso de reservatorios com infecgbes mistas com mais de uma espécie, ou por contaminagao
com outros microorganismos presentes normalmente na microfiora da urina dos animais, ou
pela ndo adaptacgao de leptospiras “selvagens” as condigoes bioldgicas do meio de cultura. A
contaminagdo com outros microorganismos pode ser visualizada na observagdo ao
microscopio de. campo escuro. Culturas com uma contaminagdo superior a 60
microorganismos contaminantes a observagao em objetiva de 40X foram descartadas para o
uso do IMC como padrao para o calculo da sensibilidade e especificidade do teste de PCR,
pois esses microorganismos poderiam estar competindo com as leptospiras e inibindo o seu

crescimento.

O estudo demonstrou uma maior positividade ao teste de IMC nos R. norvegicus adultos
quando comparados aos animais jovens (90%, 106/118, nos adultos e 71%, 10/14, nos
jovens). Todos os estudos que fizeram essa comparagdo também obtiveram esses

resultados, em Sao Paulo, no ano de 1948, 6,25% dos R. norvegicus jovens eram positivos
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ao isolamento de fragmentos renais em meio de cultura em relagao a 15,63% de positividade
dos R. norvegicus adultos. No Rio de janeiro 9,7% dos jovens eram positivos em relagéo a
positividade de 58,7% dos adultos ao isolamento em cultura de fragmentos renais (PEREIRA
& ANDRADE, 1988). Em Salvador, 49,3% dos jovens eram positivos em relacao a
positividade de 50,7% dos adultos ao teste de impregnacao em prata do tecido renal
(ANDRADE & OLIVEIRA, 1954). Em Detroit, 13,5% dos R. norvegicus jovens apresentavam
positividade ao isolamento em meio de cultura de fragmentos de tecido renal, em relagéao a
positividade de 75,1% dos R. norvegicus adultos (THIERMANN, 1983). Deste modo, todos os
achados comprovam a maior positividade dos animais adultos em relagdo aos animais
jovens. O fato pode ser explicado pela tranferéncia de anticorpos maternos aos animais
jovens, muito embora, as infec¢bes de leptospiras através da placenta e do leite materno
também sejam admitidas; também por sucessivas infec¢oes dos animais adultos devido ao
grande contato que os animais tém nas tocas, devido a brigas, contato sexual, disputa de
alimentos, ingestao de animais mortos, etc. O estudo determinou uma maior positividade,
96% (53/58), em R. norvegicus fémeas em relagao a, 81% (60/74), nos R. norvegicus
machos. Os dados conferem com os achados de PEREIRA & ANDRADE, 1988 que
determinaram uma positividade de 40,3% em R. norvegicus fémeas em relagao a
positividade de 38,1% em R. norvegicus machos. Qutros estudos nao fizeram essa
comparacdo. No entanto, a diferengca de infecgao entre os animais machos e fémeas

relacionadas com diferengas bioldgicas nao sao sugestivas para extrapolagoes bioldgicas.

O critério para a determinagao de qual sorogrupo o animal pertence através do teste de MAT
merece cuidados na avaliagéo, podendo o animal apresentar positividade para um sorogrupo

e nao pertencer a esse sorogrupo, pois as leptospiras podem aglutinar com anticorpos
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diferentes dos anticorpos anti-leptospiras, como, por exemplo, a Borrelia borgdorferi, uma
espiroqueta encontrada em roedores reservatorios de leptospirose. Deve-se, também, levar
em consideragao as aglutinagdes misturadas ou coaglutinagbes que podem ocorrer com
mais de um sorogrupo. Por isso, para que as analises dos resultados pudessem ser
realizadas adotaram-se critérios estabelecidos pela OMS. Os estudos de reservatérios de
leptospirose quando realizados com o teste de MAT determinam uma positividade a partir de
um titulo previamente estabelecido pelo autor, de acordo com a OMS os titulos a partir de
1:100 determinariam a positividade de animais para a leptospirose e esse foi o critério
adotado por esse estudo. Foram considerados para critério de positividade ao teste de MAT
0S sorogrupos e ndo os sorovares, afirmando-se que o animal apresentava positividade para
um sorogrupo e nao para um sorovar. Ou seja, 0s animais que apresentaram aglutinacdes
misturadas ou coaglutinagées com mais de um sorovar foram considerados pertencentes ao
sorogrupo e nao aos sorovares, adotando-se como positivo o titulo do sorovar mais alto. Os
titulos variaram de 1:50 a 1:12800. O titulo de maior prevaléncia foi o de 1:200. Os dados
estabelecem que a presenca de anticorpos anti-leptospiras é alta nesses animais,
sugestionando a ocorréncia de infecgoes sucessivas. Quando um animal apresentou
aglutinagdes mistas ou coaglutinagbes com sorovares de sorogrupos distintos afirmou-se que
esse animal era positivo, mas nao pode-se afirmar a qual sorogrupo ele pertencia. Ao teste
de MAT, 70% (80/115) dos R. norvegicus foram positivos, sendo que 92,5% (74/80)
pertenciam ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, 3,5% (3/80) ao sorogrupo Djasiman e 3,5%
(3/80) tiveram reagdes mistas aos titulos de 1:200 entre sorogrupos Icterohaemorrhagiae e
Autumnalis, 1:400 entre os sorogrupos Canicola e Icterohaemorrhagiae e 1:1600 aos
sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Djasiman. Os D. marsupialis tiveram 71% (5/7) de

positividade para o sorogrupo Semaranga.



g1

No municipio do Rio de Janeiro, PEREIRA E ANDRADE, 1988, determinaram 36% (37/104)
de positividade para o teste de MAT nos R. norvegicus, sendo a prevaléncia dos sorogrupos
a seqguinte: 75% (28/37) Icterohaemorrhagiae, 16% (6/37) Djasiman, 2% (1/37) Tarassovi, 2%
(1/37) Javanica e 5% (2) com aglutinagdes mistas. No municipio de Duque de Caxias, RJ,
LILENBAUM et. al., 1993, determinaram a positividade de 36% (22/47) nos R. norvegicus ao
teste de MAT, sendo 94% pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae e 6%
pertencentes ao sorogrupo Canicola, o autor adotou como positividade o titulo 1:100. Na
Inglaterra, WEBSTER et al., 1994, determinaram 1% (3/259) dos R. norvegicus positivos ao
teste de MAT todas as amostras pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae,
considerados positivos o titulos maiores que 1:30. Em Tel Aviv e Jerusalem, Israel,
HOEDEN, 1964, determinou 6% (27/439) dos R. norvegicus positivos ao teste de MAT,
sendo que 92% (25/27) pertenciam ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae e 8% (2/27)
pertenciam ao sorogrupo Ballum, considerados positivos os titulos maiores que 1:25. Nos
Estados Unidos, Detroit, Michigan, THIERMANN, 1977 demonstrou que 77% (277/350) de R.
norvegicus foram positivos ao teste de MAT, todos pertenciam ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. Em Barbados, TAYLOR et. al, 1991, determinaram que dos 25%
(35/138) R. norvegicus positivos ao teste de MAT, 80% (28/35) foram do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae e 20% (7/35) pertencentes ao sorogrupo Autumnalis. Na india LEVETT,
et al, 1989 determinaram 15% (17/113) de R. norvegicus positivos ao teste de MAT 82%
(14/17) pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, 12% {(2/17) pertencentes ao
sorogrupo Ballum e 6% (1/17) pertencente ao sorogrupo Autumnalis. Os dados coincidem
com os achados do presente trabalho, que confirmou o sorogrupo Icterohaemorrhagiae como

sendo o sorogrupo prevalente nos R. norvegicus, como em outros locais, Rio de Janeiro e
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Duque de Caxias, RJ, Inglaterra, Estados Unidos, Israel e Barbados. O sorogrupo Djasiman
também foi encontrado em R. norvegicus de Duque de Caxias, RJ, juntamente com o

sorogrupo Canicola.

No presente estudo, a positividade ao teste de MAT foi maior nos R. norvegicus jovens, 88%
(8/9), do que nos R. norvegicus adultos, 67% (73/108). Nos Estados Unidos, Detroit,
MICHIGAN, THIERMAN, 1977 determinou 90,3% de positividade ao teste de MAT nos
animais adultos e 38,8% de positividade ao teste de MAT nos animais jovens. Em Barbados,
TAYLOR et al., 1991 determinaram que a soroprevaléncia ao teste de MAT foi de 12% nos
animais jovens, 29% nos animais sub adultos e 41% nos animais adultos. Os resultados do
presente estudo ao teste de MAT demonstraram que a positividade de 78% (41/52) nos R.
norvegicus fémeas, foi maior do que a positividade nos machos, 61% (40/65). A positividade
dos R. norvegicus machos jovens, 80% (4/5) foi maior do que positividade dos machos
adultos, 60%, (36/60). A positividade dos R. norvegicus fémeas jovens foi de 100% (4/0),
maior do que a positividade dos R. norvegicus dos fémeas adultas, 77%, (37/48). Nao
existem outros estudos no Brasil comparando a positividade ao teste de MAT de machos e
fémeas. Os dados do presente estudo quando comparados com o0s casos humanos testados
ao MAT em Salvador indicam que os sorogrupo dos reservatérios R. norvegicus é o0 mesmo

do que os dos casos humanos, ou seja, Icterohaemorrhagiae.

Os cinco D. marsupialis positivos para o teste de MAT no presente estudo eram pertencentes
ao sorogrupo Semaranga. No municipios de Cotia e Casa Grande e Nova Odessa no estado
de Sao Paulo, SANTA ROSA, 1970, ap6s o isolamento de leptospiras em cinco D.

marsupialis determinou que essas leptospiras pertenciam aos sorogrupos Mini, Bataviae,
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Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae. Em Salvador, CALDAS et al, 1992 determinaram
20% (1/5) de D. marsupialis positivos ao teste de MAT, pertencente ao sorovar patoc. Deste
modo, o presente estudo determinou D. marsupialis positivos ao teste de MAT, pertencentes
a sorogrupos diferentes dos achados de SANTA ROSA, 1970 e semelhantes aos achados de

CALDAS et aji., 1992.

A soma entre os animais positivos ou ao teste de IMC ou ao teste de MAT demonstraram
que 87% (124/142) dos R. norvegicus sado positivos a pelo menos um dos testes,
aumentando desse modo a positividade. Diversos estudos utilizam a somatéria dos diversos
testes para o determinar a positividade dos reservatérios de leptospirose. No Rio de Janeiro,
23% (24/101) dos R. norvegicus e 0/3 Mus musculus foram positivos ao isolamento de
leptospiras em fragmentos renais em meio de cultura, exame direto ou sorologia (PEREIRA
& ANDRADE, 1988). Em Israel, na regiao sul de Tel-Aviv, HOEDEN, 1958, determinou 27%
(25/92) de positividade para os ourigcos do mato, seja em isolamento em meio de cuitura ou
em teste de microaglutinagao. No Distrito de Puna, na llha do Hawaii, MINETTE, 1964
determinou 55,9% (343/614) de positividade para os R. norvegicus testados ao teste de
macroaglutinagao e isolamento de fragmentos renais em meio de cultura Fletcher, em ambos
os testes WEBSTER et al., 1995 determinou que 259 R. norvegicus, capturados em 11
fazendas da Inglaterra nos municipio de Oxfordshire, North Wales e Hampshire, 14%

(37/259) foram positivos para ao menos um teste (MAT, ELISA, Tintura de Prata).

Em tabela 2X2 os dados do teste de IMC e MAT foram comparados. Dos R. norvegicus, 33%
(4/12) apresentaram cultura negativa e MAT positivo e 25% (25/100) apresentaram cultura

positiva e MAT negativo. Dos D. marsupialis 67% (2/3) apresentaram cultura negativa e
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microaglutinagdo positiva. O indice kappa baixo confirma o fato de que os testes
diagnosticam fatores biolégicos distintos e ndo sao excludentes para o diagnéstico da
leptospirose e sugerem outras interpretagées mais biolégicas do que de comparagédo dos
testes diagnosticos. Os 4 R. norvegicus e os 2 D. marsupialis que apresentaram cultura
negativa e MAT positivo sugerem que os animais nao estao eliminando leptospiras, no
entanto podem ter entrado em contato com as mesmas e estdo produzindo anticorpos, ou
entdo, as leptospiras nao cresceram no meio de cultura por motivos ja discutidos
anteriormente. Os 25 RA. norvegicus que apresentaram cultura positiva e MAT negativo
sugerem que os niveis baixos de anticorpos circulantes no sangue, devido aos animais

encontrarem-se na fase leptospiurica e ndo mais na fase imunolégica.

O teste de PCR foi realizado no intuito de desenvolver um teste mais rapido para o
diagndstico de leptospirose nos reservatérios. Dentre as diversas técnicas de extragdo de
DNA utilizadas para o teste de PCR foi utilizada a mais simples, a fervura a 100°C. A
desvantagem desse método de extragdo é que as amostras tém que ser processadas logo
apos a coleta. A vantagem é o baixo custo e a facilidade do método. Foram utilizados os
pares de “primers” A/B descritos por Mérien que detecta 7 espécies patogénicas mais a L.
biflexa (a oitava espécie patogénica, L. faine, foi descrita recentemente e ndo existem
estudos a repeito da sua detecg¢do pelo PCR). Os "primers" G1/G2 detectam 6 espécies
patogénicas exceto a L. kirshneri Foram também utilizados os “primers” B-64l/ll que
detectam somente a L. kirshneri no entanto, de todas as amostras testadas foram
determinados somente 4 animais positivos e o limite de detec¢ao desse par de "primers'nao
foi estabelecido. As evidéncias de infec¢goes mistas sao os resultados positivos de uma

amostra para dois pares distintos de "primers".
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Para o calculo da especificidade do teste de PCR foram acrescentados mais 20 ratos de
laboratério Wistar criados em biotério e como teste padrao foi utilizado o IMC (teste padrao
ouro reconhecido pela OMS que detecta a infecg@o ativa). Os testes de PCR demonstraram,
respectivamente, uma sensibilidade e especificidade de 89% e 97%. Um valor preditivo
positivo de 98% e um valor preditivo negativo de 84% do teste de PCR. Os resultados
sugerem que o teste tem aplica¢ao, alguns fatores que, normalmente, sao responsaveis pela
diminuicdo da sensibilidade do teste, como a extragdo mal realizada, inibidores e
degradadores de DNA, devem ser considerados. A especificidade, provavelmente, foi
diminuida por contaminagdo ocorrente durante a realizagdo do teste ou o que é mais
provavel por inibicao do crescimento de leptospiras no IMC que foi o teste utilizado como

padrao para o calculo da especificidade.

Os resultados de sensibilidade e especificidade e os valores preditivos do teste de PCR sao
bastantes satisfatorios, permitindo a sua recomendacgao para o diagndstico de leptospirose
em animais reservatorios. CHO, et al., 1998, utilizou os “primers” G1/G2 para o diagndstico
de leptospirose em roedores reservatorios de leptospirose na Coréia, tendo sido detectado
12% (28/222) de animais positivos para o teste de PCR, enquanto o IMC determinou 10%
(22/222) de positividade. Esses dados sugerem também uma boa eficiéncia do teste de PCR
em grupos de animais com baixos niveis de infecgao, embora o autor nao tenha determinado

a sensibilidade e especificidade do teste.

Foram realizadas analises histolégicas dos rins dos R. norvegicus com o objetivo de prover

material para no futuro investigar-se antigenos de leptospiras nesses rins, o fato de terem
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sido encontradas 11 lesdes diferenciadas nos rins dos R. norvegicus levou a elaboragao de
uma discussao a respeito de lesdes morfolégicas renais e leptopirose, muito embora as
lesbes encontradas nos H. norvegicus nao estejam totalmente relacionadas somente com a
leptospirose. A discussao das lesbes renais de leptospirose no R. norvegicus deve iniciar
com o entendimento da patogénese da doenca, pois, ndo existe ainda, uma explicagao
satisfatéria para o fato da bactéria permanecer no animal e ser eliminada por muitas
semanas, meses ou por toda a vida. Infecgbes experimentais, através de inoculagdes
experimentais de leptospiras vivas, mortas ou atenuadas ocasionam lesdes inflamatdrias em
24 a 48 horas, no entanto, o parasita vivo, na infecgdo natural, ao penetrar no hospedeiro,
nédo ocasiona processo inflamatério. As espécies de bactérias nao patogénicas sao
inativadas pelo sistema imunolégico do hospedeiro e nao tém acesso a circulagdo
sanguinea, no entanto, algumas vezes, ocorre 0 mesmo com bactérias patogénicas. Os
fatores que levam ao sucesso ou nao dessa defesa imune inicial, nao estdo estabelecidos,
porém, devido ao comportamento de resisténcia e susceptibilidade dos varios sorovares em
diferentes animais, provavelmente esses fatores sao uma somatdria de interagbes entre

proteinas de superficie das células do hospedeiro e do parasita.

A resposta mais comum a lesao é a resposta imune humoral. A leptospirose na forma grave
nos animais domeésticos € no homem, induz a lesdes vaculares, lesoes hepaticas e renais,
chegando a completa faléncia renal em alguns casos. Os reservatérios cronicos de
leptospirose, como & o caso dos R. norvegicus, nao demonstram ser afetados pela doenga
(FAINE, 1999). No caso da resisténcia a fase inicial, que € leptospirémica, a bactéria aloja-se
em varios 6rgaos, como o cerebro, a regiao anterior do globo ocular, o figado, o bago e o rim.

Nos rins, elas sao encontradas preferencialmente nas bordas em escova dos tibulos
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contorcidos proximais. As lesdes renais caracteristicas da leptospirose, tanto nos homens
como nos animais, sao a nefrite intersticial crénica e a necrose tubular aguda. A nefrite
intersticial cronica € mais associada a metabdlitos toxicos provenientes da resposta
inflamatéria (TNF-a, IFN-y, IL-1) do que a presenga do parasita, uma vez que ele nao é
encontrado nos sitios inflamatérios (PEREIRA, et al, 1996). A necrose tubular aguda é
associada aos casos nos quais o parasita lesa as células renais e o paciente apresenta
sintomas de proteindria, oliguria, anuria e hematuria e estda, provavelmente, ligada a
presenga do parasita nos tubulos renais. Alguns trabalhos, sugerem que existe uma relacao
mediada por receptores a qual permite que nao ocorra lesdes endoteliais nas células renais

(MERIEN et al., 2000).

A partir do conhecimento da patogénese da doenga, dos trabalhos experimentais realizados
e dos achados histopatolégicos em animais e no homem, podem ser estabelecidas
correlagbes entre as lesdes teciduais encontradas e a presenga da leptospira nos R.
norvegicus que s&o 0s principais reservatorios de leptospirose urbana no mundo e
extremamente adaptados a presenca da leptospira no seu organismo. Deste modo
representam um modelo animal resistente ao parasita, 0 que pode esclarecer fatores de
resisténcia a doenga. O estudo morfolégico renal realizado nesse trabalho foi qualitativo e
abordou um numero ndo muito grande animais, nao permitindo extrapolagdes bioldgicas
afirmativas e sim sugestdes, que embora nao qualifiquern totalmente os achados, permitiram
interpretagbes nao realizadas até entao, pois os trabalhos com analises histopatoldgicas em

R. norvegicus testados sao inexistentes.



88

Os principais achados de alteragdes morfoldgicas nos R. norvegicus foram: glomerulonefrite
proliferativa focal segmentar mesangial, alteragdes histologicas glomerulares minimas,
degeneragao tubular hialino-goticular, necrose tubular, proteinuria cortical, glomerular e
tubular, proteinuria medular com dilatagao tubular, regeneragao tubular, nefrite intersticial
cronica, pielite crénica, pielonefrite aguda (abcessos), fibrose intersticial e calcificacao
multifocal; foram também encontrados dois parasita nos ureteres. As iesdes sdo inimeras e,
provavelmente, ndo sao todas associadas a leptosplrose, pois, embora nao tenha sido
pesquisado nesse estudo, os R. norvegicus sao reservatorios de inumeros parasitas e estédo

expostos a diversos outros patdgenos que poderiam causar lesdes histopatoldgicas renais.

A glomerulonefrite proliferativa focal segmentar mesangial tem como causa a deposigao de
complexos imunes no glomérulo devido a uma reagao imunolégica no glomérulo ou na
corrente sanguinea. Na leptosplrose de um modo geral, sdo ocasionadas pela presencga de
antigenos nos sitios de lesdo. Uma possivel explicagao para esses achados e sua correlagéo
com as alteragdes morfoloégicas seria a destruicdo desse parasitas por mecanismos
imunoldgicos e a presenga de antigenos e toxinas nos tecidos renais ocasionadores dessas
lesdes. Futuramente, sera feito a pesquisa desses antigenos através da técnica de

imunohistoguimica.

As alteragbes histoldgicas glomerulares minimas podem ser o inicio da glomerulonefrite
proliferativa focal segmentar mesangial, pois as células consideradas dentro dos limites
maximos de celularidade eram células mesangiais, bem como, em alguns casos ocorreu o
espessamento de matriz mesangial. A necrose tubular geralmente é a causa de faléncia

renal nos animais suceptiveis a leptospirose e no homem. A pielonefrite aguda
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provavelmente esta relacionada a outros tipos de bactérias causadoras de abscessos, como

o Stafilococus aureus, uma vez que as leptospiras ndo séo bactérias que causam abscessos.

A proteinuria tubular poderia estar sendo ocasionada por lesdes no endotélio tubular e
glomerular e consequentemente estar levando a alteragdes de absorgao endotelial com
depdsito de proteinas. A proteinuria tubular medular foi alta e teve prevaléncia semelhante
em todos os grupos de animais testados, desse modo pode ser considerada como uma
alteragdo comum nos R. norvegicus sem relagdo com a leptospira. A regeneragéo tubular
consequiéncia de diferentes infecgOes que ocasionam lesdes renais. A nefrite intersticial
crénica sugere uma agao de produtos de reagao imunolégica agindo como fator determinante
da nefrite intersticial cronica. A calcificagao distréfica pode ser devida a fatores extrisecos ao

rim.

As lesdes renais da leptospirose, em infecgdes experimentais em cobaios e golden syrian
hamsters, e em achados de autépsia e bidpsia humanos tém como principais achados a
nefrite intersticial crénica, necrose tubular, espessamento de matriz mesangial e depésito de
complexos antigeno-anticorpo (SITPRIJA & EVANS, 1970, LAI et al., 1982, DUARTE et al.,
1992, OLIVA et al.,1994, SILVA et al., 1995). Todos esses achados foram referentes a casos
graves e letais da doenga que se referem geralmente a doenga na fase aguda. As lesGes nos
R. norvegicus nao foram estabelecidas como lesbGes cronicas ou agudas, devido a,
provaveis, constantes infecgdes, sofridas por esses animais. Todas as lesGes foram
encontradas nos rins dos R. norvegicus, como citado anteriormente. A necrose tubular nos R.
norvegicus estudados foi menor que 5% em todos os grupos positivos testados, enquanto

que nos achados dos casos graves e letais dos trabalhos citados foi comum e em alguns
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trabalhos foi associada com a presenga do parasita lesando a parede tubular. Deste modo,
pode-se estabelecer que a prevaléncia desse tipo de lesao é determinante dos casos graves

e letais e rara nos R. norvegicus, nao susceptiveis a doenga.

A outra lesao renal, comum aos achados de literatura dos casos graves e letais e aos R.
norvegicus, foi a nefrite intersticial cronica. No entanto, diferente da necrose tubular, ela foi
teve prevaléncia maior que 50% em todos os grupos positivos dos R. norvegicus estudados.
Conforme citado anteriormente, a lesao esta associada a presenga de metabdlitos de
reagbes imunologicas, ao invés da presenga de parasitas. Desse modo, pode-se admitir que
a lesao nao é patognomdnica dos casos letais e graves, podendo estar presente em animais
que nao sao susceptiveis a doenga. O espessamento de matriz mesangial foi encontrado em
alguns dos casos graves e letais e com uma prevaléncia de 33% nos grupos positivos dos A.
norvegicus estudados, mostrando-se uma lesado caracteristica dos animais que desenvolvem
0s casos graves e dos animais resistentes. O depdsito de complexo antigeno-anticorpo nao
foi encontrado nos R. norvegicus, sendo que o metodo de AZAN utilizado para a visualizagao
do mesmo foi diferente dos trabalhos realizados com os casos graves e letais que utilizou
métodos mais sensiveis, como o a imunofluorescéncia e a microscopia eletrénica de

transmissao.
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7 CONCLUSOES

1) Os Rattus norvegicus constituiram mais de 90% dos animais capturados, constituindo-se
nos principais pequenos mamiferos sinantropicos encontrados nos locais com casos de
leptospirose em Salvador.

2) A presenga de infecgao de leptospiras em mais de 80% dos R. norvegicus indica grande
contaminagéo ambiental de leptospiras. O estudo desenvolveu metodologia para investigar a
importancia dos caes como reservatorios da doenga.

3)Todos os isolados dos R. norvegicus foram sorotipados como Leptospira interrogans,
sorogrupo Icterohaemorrhagiae e sorovar copenhageni sendo os mesmos isolados nos
casos humanos, confirmando a importancia desses animais como reservatérios da doenga.
4) A prevaléncia do teste de microaglutinagdo foi menor do que a do teste de isolamento,
68% contra 80%, demonstrando que o teste de microaglutinagdo subestima a prevaléncia da
infecgdo. O sorogrupo de maior prevaléncia foi o Icterohaemorrhagiae, demonstrando que a
eficiéncia do teste de microaglutinagao no diagnéstico do sorogrupo.

5) Ocorreu uma correlagao positiva da presenga de leptospira com os R. norvegicus adultos
e com os R. norvegicus fémeas, indicando possiveis fatores biolégicos relacionados com a
infecgao de leptospirose.

6) Dos oito D. marsupiaiis capturados nenhum apresentou presenc¢a de leptospiras. Cinco
apresentaram anticorpos anti-leptospiras pertencentes ao sorogrupo Semaranga, indicando
infecdo desses animais por outra espécie de leptospira e possivel resisténcia a manutengao
da mesma no organismo.

7) O teste de PCR demonstrou sensibilidade e especificidade adequados para serem

utilizados na identificagao de reservatérios animais de leptospirose.
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Anexo 1 - Tabela de anota¢des dos locais de captura

End.referéncia: Morador:
Cédigo: Estudo: Data da primeira visita:
paTA | Habitats mais TAMANHO OUTRO DISTANCIA
DE comuns do habitat DO M ANIMAIS Rattus Rattus S DO LOCAL DE Ne DA =
CAPTU | Iocal de especifico | HABITAT |*™%°| ‘Rattus | norvegicus REFERENCIA | GaioLa | OBSERVACOES
RA captura (metros) (metros)

1-Lixo Organico em Recipiente; 2-Lixo Organico Sem Recipiente; 3-Entulho; 4-Galeria Pluvial, 5-Esgoto Canalizado; 6-Esgoto a céu aberto; 7-Fossas;
8-Matagal 9-Criagao Animal; 10-Rio; 1 1 -Cérrego; 12-Lagoa; 13-Lgito Ferroviario; 14-Parque; 15-Jardim; 16-Praca
MAPA DOS HABITATS EM RELACAO AO LOCAL DE REFERENCIA




o
o

Anexo 2 - Tabela de anota¢des dos animais capturados
End.referéncia:

Morador: Cédigo: Estudo: Data de captura:
Tamanho c Isol
| om) PESO |O so ag‘e”‘ MAT Histologia
Datade |\, 4 Espécie |D|S @ |R j
Necropsi ratoo e Al|E R
a subespécie | D | X | caypa  |CORP | OREL o1 (| rim | SOO9UP | sorovar | Titulo maximo | Sorogrup | IM | PRA
E|O o) HA )
N o TA
A

Maturidade: J - jovem; A - adulto; V - velho.
Cor: C - cinza; B - branco; P - preto; M - marrom
IM (imunofluorescéncia). 1-brithante (+++), 2-claro(++), 3-visivel(+), 4-pouco detectdvel(+/ -), 5-negativo

OBSERVAGOES:




Anexo 3 - Tabela de anotagcdes da anestesia nos animais

ANIMAL NUMERO

DATA:

INICIO

TERMINO

DOSAGEM

ETER ETILICO

QUETAMINA
(50 MG/ML)

XILAZINA
(20MG/ ML)

OUTROS:

ANIMAL NUMERO:

DATA:

INICIO

TERMINO

DOSAGEM

ETER ETILICO

QUETAMINA
(50 MG/ML)

XILAZINA
(20MG/ ML)

OUTROS:

ANIMAL NUMERO

DATA:

INICIO

TERMINO

DOSAGEM

ETER ETILICO

QUETAMINA
(50 MG/ML)

XILAZINA
(20MG/ ML)

OUTROS:

ANIMAL NUMERO:

DATA:

INICIO

TERMINO

DOSAGEM

ETER ETILICO

QUETAMINA
(50 MG/ML)

XILAZINA
(20MG/ ML)

OUTROS:

100
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Anexo 4 - Tabela de anotacoes das necrépsias nos animais

NUMERO DO ANIMAL: DATA:

INICIO [ TERMINO | j2iereceiveos [ Al TERAGOES DE NECROPSIA

SANGUE
COLETADOQS

NUMERO DO ANIMAL: DATA:

INICIO [ TERMINO [ eo3a=® [ ALTERAGOES DE NECROPSIA

SANGUE
COLETADQS

NUMERO DO ANIMAL: DATA:

INICIO TERMINO [ jverooetueos T AL TERACOES DE NECROPSIA

SANGUE
COLETADOS

NUMERO DO ANIMAL: DATA:

INICIO TERMINO | jveropemusos T ALTERACOES DE NECROPSIA

SANGUE
COLETADOS

NUMERO DO ANIMAL: DATA:

INICIO | TERMINO [ SEvEnolemecs T AL TERAGOES DE NECROPSIA

SANGUE
COLETADOS

CPQGM
Biviigieca
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Anexo 5 - Tabela de anota¢cdes do material coletado
PROJETO Reservatdrios Leptospirose
TABELA DE RELAGAO DAS ALIQUOTAS COLETADAS

ANIMAL | Estocagem |Cultura |Cultura | MAT PCR histologia | Capillaria | Projeto Dr Rui
Urina Rim Soro Urina Rim Figado Figado |Carcaga
(pL) (2D

guantidade
local de
estoque

nfaliquotas

quantidade
local de
estoque

ncaliquotas

quantidade
local de
estoque

n%aliquotas

| quantidade
local de
estoque
nfaliquotas

quantidade
local de
estoque
n%aliquotas

quantidade
local de
estoque
n%aliquotas

uantidade
tocal de
estogque
nZaliquotas

quantidade
local de
estoque

quantidade
local de
estoque
n2%aliquotas

quantidade
local de
estoque
naliquotas

quantidade
local de
estoque




Anexo 6 - Tabela de anotac¢oes das leituras realizadas do IMC
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Ani
mal

Da
fa

Tipo
Cultu
ra

Data
Semana 1

Data
Semana 2

Data
Semana 3

Data
Semana 4

Data
Semana 5

Data
Semana 6

Data
Semana 7

Data
Semana 8

Lep [Con

Lep |Con

Lep |Con

Lep [Con

Lep |Con

Lep {Con

Lep {Con

Lep |Con




Anexo 7 - Tabela das leituras realizadas do MAT

data:

/

104

Soros

Anti

enos

T

Titulo

Titulo

T

Titulo

T

Titulo

T

Titulo

T

Titulo

Titulo

Titulo

T

Titulo

T

Titulo

T

Titulo!

T

Titulo

T

Titulo,

T

Titulo

T

Titulo,




Anexo 8- Questionario efaborado no programa de analise de dados EPIINFO 6,
programa fornecido pela Organizagcao Mundial de Saude para estudos
epidemioldgicos..

Questionario de EPI INFO para o estudo de reservatérios de leptospirose

A. Identificacdo e Dados de Captura

O.Data de captura: {dat} <dd/mm/yyyy>

1. O Numero Do Rato: {num} R1- ####

2. Endereco: {end}

3. Bairro: {bai}

4. Zona de Informacao-Epimap: {zi}

5. Distrito Sanitario: {ds}

6. Nicho Especifico: {nic} ##
1=Lixo Organico Em Recipiente 9=Criacao Animal
2=Lixo Organico Sem Recipiente 10=Rio
3=Entulho 11=Corrego
4=Galeria Pluvial 12=Lagoa
5=Esgoto Canalizado 13=Leito Ferroviario
6=Esgoto A Ceu Aberto 14=Parque
7=Fossas 15=Jardim
8=Matagal 16=Praca

17=Horta

18=Terreno Baldio
19=Quintal limpo
88=Nao se aplica 99=Nao Sabe

7. Especie e subespecie: {esp} # O=Rattus rattus
1=Rattus norvegicus
2=0utro
9=NS

8. Se outro, qual e o especie e subespecie:

{oesp}

9. Maturidade: {mat} #

O=Jovem (R. rattus: corpo menos que 16cm)
(R. norvegicus: corpo menos que 18cm)
1=Adulto (O resto com o excepcao dos velhos)

9=NS
10. Sexo {sex} # 0=Masc,1=Fem,9=NS
11. Tamanho (cm): Cauda {caud} #i#.#
Corpo {corp} ##.#
Orelha {orel} ##.#

Pata {pata} ##.#

105
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NOTE: 888 = Nao Foi Feito

999 = Nao Sabe

B. Confirmacao Diagnostica pela Cultura

1. Urina:
a

b. Isolado Foi Per

2. Rim:
a

3. Sorotipo:
a. Sorogrupo
b. Sorovar

C. Resultados da PCR

1. Urina: Sumario

a. primer de merian
b. primer de G1/G2
c. primer de B64-1/ll

b. Isolado Foi Per

{ucult} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS
dido  {uisol} # 0=Nao,1=Sim,8=NSA,9=NS
¢. Quantia De Contaminacoes:{ucont}

# 0=NC,1=+2=++_3=+++8=NFF

{rcuit} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS
dido:  {risol} # 0=Nao,1=Sim,8=NSA,9=NS
¢. Quantia De Contaminacoes:{rcont}

#  0=NC,1=+,2=++3=+++8=NFF

{sorogrupo}
{sorovar}

{upcr} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS

{mer} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS
{grav} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS
{b64} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS

D. Confirmacao Diagnostica: Histologia

1. Imunofiuorescencia:

2. Prata:

{imun} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS
{prat} # 0=Neg,1=Pos,8=NFF,9=NS

E. Confirmacao Diagnositica: MAT

Sorovar:
andamana
australis
automnalls
bataviae
canicola
castellonis
celledoni
copenhageni
cuica

10. cynopteri

11. djasiman

12. grippotyphosa

13. hebdomadis

14. ictero 3294

15. ictero RGA

16. javanica

©CoNOO WM =

Titulo Maximo:

{p1} #iHH#
{p2} B
{p3} HHHH#
{p4) HhH
{p5} HiH#
{p6} #H#H#
{p7} #it#iH
{p8} #HH#H#H
{p9} #H#itH
{p10} #HHH#
{p11} B
{p12} B
{p13} HiHHHH
{p14) B
{p15} #iHa#
{p16} HH###



17. panama {p17} Hit#H#
18. patoc {p18} HH#HHH#
19. pomona {p19} H##HHH
20. pyrogenis {p20} HHHH##
21. saxkoebing {p21} H#HHH
22. sejroe {p22} HH#HE#
23. sentot {p23} H#HE#
24. shermani {p24} H####
25. tarassovi {p25} HH#HH#H#
26. wolffi {p26} #iHH#H
NOTE: 88888 = NFF
99999 = NS
a. MAT Confirmado ot

(um titulo mais que ou iqual a 1:50): {mat}
b. Titulo Maximo:
¢. Sorovar Predominante Reconhecido:
{msv2} ## 88=NFF,99=NS
{msv3} ## 88=NFF,99=NS
d. Sorogrupo Predominante Reconhecido:

# 0=N,1=5,8=NSA,9=NS
{maxt} #####
{msv1} ## 88=NFF,99=NS

{mserg} __
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Anexo 9- Tabela com os resultados dos testes de IMC, MAT e PCR em todos os animais
Legenda:o.m.- necropsiado morto; linhas em negrito — animais excluidos do calculos para a validagdo do PCR NR-ndo realizado
Mi- Michael; Ma- Marcos

Federagao Culturas Microaglutinagcéo PCR
Data An Cult Cont |urina |cont [rim jcont |MAT Titulos Mérien | Pdgina | Grav Pag B64 Pag
3/8/98 47 - 2 - 2 - 3 - - - 48Mi - 48Mi - 53 Mi
3/8/98 48 + 1 + 1 + 3 + 200 copenhageni + 48Mi + 48Mi - 53 Mi
400 icterohaemorrhagiae 3294
800 copenhageni L1 130
5/8/98 49 + 1 + 1 + 1 + 200 copenhageni + 49Mi - 50Mi - 53 Mi
1600 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
6/8/98 50 + 0 + 2 + 0 + 800 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53 Mi
800 icterohaemorrhagiae 3294
800 copenhageni L1 130
6/8/98 51 - - 3 - 3 - - NR NR NR
7/8/98 52 + 0 + 0 NR | NR - - + 49Mi + 50Mi - 53 Mi
7/8/98 53 + 0 + 0 NR [ NR + 1600 copenhageni NR NR NR
800 icterohaemorrhagiae 3294
400 icterchaemorrhagiae RGA
100 sentot
400 copenhageni L1 130
7/8/98 54 + 1 + 1 NR | NR - 50 copenhageni L1 130 + 49Mi + S50Mi - 53 Mi
7/8/98 55 + 0 + 0 + 0 + 1600 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi
100 cynopteri
800 icterohaemorrhagiae 3294
800 icterohaemorrhagiae RGA
1600 sentot
800 copenhageni L1 130
7/8/98 56 + 1 + 2 + 1 + 100 copenhageni NR NR NR
9/8/98 58 + 1 + 1 + 1 + 400 copenhageni NR NR NR
200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorhagiae RGA
100 copenhageni L1 130
9/8/98 59 + 2 + 2 + 2 + 100 copenhageni NR NR NR
100 copenhageni L1 130
9/8/98 60 + 0 + 0 + 1 + 800 copenhageni + 49Mi - 50Mi - 53 Mi
100 icterohaemorrhagiae 3294
400 copenhageni L1 130
9/8/98 61 + 1 + 1 + 2 + 800 copenhageni + 48Mi - 50Mi - 53 Mi
800 icterohaemorrhagiae 3294
800 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
9/8/98 62 + 1 + 1 + 1 - - NR NR NR
9/8/98 63 + 0 + 1 + 0 + 200 copenhageni NR NR NR
12/8/98 64 + 4] - 1 + 0 - - + 49Mi + S50Mi - 53 Mi
17/8/98 65 + 0 + 1 + 0 + 400 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi
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400 icterohaemorrhagiae 3294
400 icterohaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130

17/8/98

66

200 copenhageni

200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
100 copenhageni L1 130

49Mi

50Mi

53Mi

17/8/98

67

200 copenhageni

100 hebdomadis

200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
400 sentot

200 copenhageni L1 130

49Mi

50Mi

53Mi

17/8/98

68

400 copenhageni

400 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterchaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130

NR

NR

NR

NR

17/8/98

69

NR

NR

400 australis

800 copenhageni

200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterchaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130

NR

NR

NR

NR

17/8/98

70

100 copenhageni

100 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
100 copenhageni L1 130

4SM i

50Mi

S53Mi

18/8/98

73

Sem soro

49Mi

50Mi

53 Mi

19/8/98

79

+

1600 copenhageni

3200 icterohaemorrhagiae 3294
1600 icterohaemorrhagiae RGA
1600 copenhageni L1 130

49Mi

S0Mi

53 Mi

20/8/98

80

49Mi

50Mi

53 Mi

20/8/98

81

NR

NR

NR

9/12/98

86

NR

200 copenhageni

NR

NR

NR

9/12/98

87

Q=N

O|=|WIN

200 copenhageni
1600 icterchaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130

98Ma

97Ma

102 Ma

9/12/98

88

NR

NR

200 copenhageni

NR

NR

NR

NR

9/12/98

89

NR

NR

100 djasiman

NR

NR

NR

NR

15/12/98

20

98Ma

97Ma

102 Ma

16/12/98

1

[+ [+

]alolo

NR

NR

bl (=2 =1 =]

200 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA

NR

NR

NR

NR

2/2/99

129

1600 copenhageni

1600 icterohaemorrhagiae 3294
1600 icterohaemorrhagiae RGA
3200 copenhageni L1 130

97Ma

98Ma

101 Ma

4/2/99

130

—_

97Ma

98Ma

101 Ma

4/2/99

131

200 copenhageni
200 icterohaemorrhagiae 3294
200 copenhageni L1 130

NR

NR

NR

NR

4/2/99

132

NR

NR

100 copenhageni
100 icterohaemorrhagiae 3294

NR

NR

NR

NR
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—_—

5/2/99 133 + 1 + 1 - - + 99Ma + 99Ma 103 Ma +
5/2/99 134 |+ 1 - 1 + 100 copenhageni 96Ma |+ 96Ma 102 Ma +
1600 icterchaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130
5/2/99 135 |+ 0 + 1 - + 97Ma + 97Ma 101 Ma +
9/2/9% 136 |- 3 - 3 - - + 96Ma |- 96Ma - 102 Ma +
9/2/39 1370 | + 3 NR NR + 200 icterohaemorrhagiae 3294 NR NR NR NR
m 800 copenhageni L1 130
2/3/99 138 + 0 + 0 + 400 copenhageni - 98 Ma |- 97Ma - 103 Ma -
800 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
2/3/99 139 |+ 0 + 0 - - + 98Ma + 97Ma - 103 Ma +
2/3/99 140 + 1 + 1 + 3200 australis + 98Ma + 97Ma - 103 Ma +
800 copenhageni
3200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
12600 copenhageni L1 130
2/3/99 141 + 0 + 0 + 200 copenhageni + 97Ma |+ 98Ma - 101 Ma +
800 icterohaemorrhagiae 3294
100 patoc
100 sentot
400 copenhageni L1 130
4/3/99 143 |+ 0 NR NR Sem NR NR NR NR
Soro
4/3/99 144 |+ 0 + 0 + 800 copenhageni + 97Ma |+ 98 Ma 101 Ma +
200 hebdomadis
800 icterohaemorrhagiae 3294
400 icterohaemorrhagiae RGA
1600 copenhageni L1 130
4/3/99 145 |+ 0 + 0 + 100 copenhageni + 97Ma |+ 98Ma 101 Ma +
100 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
5/3/99 146 + 0 + 0 + 100 copenhageni + 97Ma + 98Ma - 101 Ma +
200 icterohaemorrhagiae 3294
200 copenhageni L1 130
5/3/99 147 + 0 + 0 + 200 canicoia L1 133 - 97Ma 98Ma - 101 Ma -
18/3/99 151 + 1 + 1 + 100 copenhageni + 99Ma 99Ma - 103 Ma +
100 hebdomadis

200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
100 copenhageni L1 130
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30/3/99 154 + 0 + 0 + 0 + 200 copenhageni + 99Ma + 99Ma 103 Ma +
200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterchaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130
Total Culturas Totais {53} MAT Totais (51) Mer Total (35) Grav Total (35) B64 Total (35) | PCR
53 ratos Positivas 87% (46) Positivas 72,5% (37) Positivos 80% Positivos 63% (22) Positivos 6% Total
Negativas 13% (7) Negativas 37,5% (14) (28) Negativos 37% (13) (2) Negativos Pos 86% (30)
Negativos 20%(7) 94% (33) Neg 14% (5)
Culturas sem contaminagéo 3 (51) Icterohamorrhagiae 86% (32)
Positivas 92% (47) Djasiman 6% (2)
Negativas 8% (4) Canicola 2% (1)
Misturadas 6% (2}
2/3/1999 142 |- 1 - 1 1 + 200 patoc - 98Ma - 97Ma - 103 Ma -
{s)
16/31999 | 150 |- 1 - 1 NR | NR - - - 96Ma 96Ma - 102 Ma -
(s)
Total 2 culturas totais, todas sem cont 3- MAT Totais 2PCR 2 PCR 2 PCR 2PCR
2 sarigués 100% neg (2) Positivas (1) 50%
Negativas (1)50% 100% 100% 100% 100%
neg {2) neg (2) neg (2) neg (2)
Brotas Culturas Microaglutinagao PCR
An Cult Jcont |urina [cont |rm j{cont |MAT Titulos Mérien j Pagina | Grav Pég B64 Pég PCR Tot
Data
24/5/98 1 + 0 + 0 NR | NR + 100 copenhageni NR NR NR NR
200 icterohaemorrhagiae 3294
200 copenhageni L1 130
18/6/98 2 + 0 + 0 + 0 - 50 copenhageni L1 130 NR NR NR NR
18/6/98 3 + 0 + 0 + 0 + 100 icterohaemorrhagiae 3294 NR NR NR NR
800 icterohaemorrhagiae RGA
50 coenhageni L1 130
18/6/98 4 + 0 + 0 + 0 Sem NR NR NR NR
Soro
18/6/98 5 + 0 + 0 + 0 + 200 copenhageni NR NR NR NR
400 cynopteri
800 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
18/6/98 6 + 2 + 2 + 3 + 100 copenhageni NR NR NR NR
400 icterohaemorrhagiae 3294
400 copenhageni L1 130
18/6/98 7 + 0 + 0 + |0 + 800 copenhageni NR NR NR NR
3200 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
1600 copenhageni L1 130
18/6/98 |8 + 0 + 0 + |0 Sem NR NR NR NR
Soro
30/6/98 g + 0 + 0 + 0 Sem NR NR NR




(@]
Soro
30/6/98 10 + 2 + 2 + 2 - - NR NR NR NR
30/6//98 1 + 0 + 0 + 0 - - NR NR NR NR
30/6/98 12 + 2 + 2 + 3 - - NR NR NR NR
9/7/98 21 + 0 + 0 NR [NR + 3200 copenhageni NR NR NR NR
100 cuica
100 hebdomadis
6400 icterohaemorrhagiae 3294
6400 copenhageni L1 130
9/7/98 22 - 3 - 3 - 3 - - NR NR NR NR
21/7/98 33 + 0 + 0 NR [NR + 200 copenhageni + 49Mi + 50Mi + 53Mi +
200 icterohaemorrhagiae 3294
400 copenhageni L1 130
21/7/98 34 + 0 + 0 + 0 + 200 copenhageni NR NR NR NR
800 icterohaemorrhagiae 3294
200 copenhageni L1 130
21/7/98 35 + 0 + 0 NR | NR + 100 copenhageni + 49Mi + 50Mi 53Mi +
100 icterchaemorrhagiae 3224
200 copenhageni L1 130
21/7/98 36 - 3 - 3 - 3 - - NR NR NR NR
21/7/98 37 + 0 + 0 NR [ NR + 100 icterohaemorrhagiae 3294 + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
200 copenhageni L1 130
21/7/98 38 + 1 + 1 NR [ NR + 200 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
200 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
21/7/98 39 + 1 + + NR [ NR + 200 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
200 icterohaemorrhagiae 3294
400 copenhageni L1 130
29/7/98 40 + 0 + 0 NR | NR - - - 49Mi - 50Mi - 53Mi -
29/7/98 41 + 0 + 0 + 0 + 200 copenhageni NR NR NR NR
800 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
29/7/98 42 + 0 + 0 NR | NR + 200 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
800 icterohaemorrhagiae 3294
800 copenhageni L1 130
29/7/98 43 + 0 + 0 NR | NR + 400 copenhageni + 49Mi + 50Mi 53Mi +
1600 icterohaemorrhagiae 3294
1600 copenhageni L1 130
29/7/98 a4 + 0 + 0 + |0 + 200 copenhageni + 49Mi |+ 50Mi 53Mi +
400 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
29/7/98 a5 + 0 + 0 + [0 + 400 copenhageni + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
400 icterohaemorrhagiae 3294
1600 copenhageni L1 130
17/8/98 71 + 0 + 0 + 0 + 100 copenhageni + 48Mi - S50Mi B 53Mi +
200 copenhageni L1 130
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17/8/98 72 + ] 0 l + | 0 | + | ) - - + 49Mi |+ I 50Mi - | 53Mi +
Total Culturas Totais (29) MAT total (26) Mer Total (12) Grav Total (12) B64 (12) PCR
29 ratos Positivos (27) Positivos {18) Positivos Paositivos Positivos Total
Negativos (2) Negativos (6) 98% (11} 83% (10) 2% (1) Pos
Culturas sem contaminagao 3 (27) Negativos Negativos Negativos 98%(11)
Positivos (27) Icterohaemorrhagiae (18} 2% (1) 7% (2) 98% (11) Neg
2% (1)
Sao Caetano Culturas Microaglutinagao PCR
Data An Cult | Cont |urina jcont |[rim |cont [MAT Titulos Mérien | P4gina | Grav Pag B64 Pag. PCR Tot
6/1/99 96 + 1 - 1 + 1 + 200 copenhageni + 96Ma + 96Ma - 103 Ma +
om 100 copenhageni L1 130
6/1/99 97 - 2 NR NR - 2 - - NR NR NR NR
7/1/99 98 + 1 NR NR + 1 - - NR NR NR NR
8/1/99 99 - 1 NR NR - 1 Sem soro NR NR NR NR
8/1/99 100 |- 3 - 3 - 3 Sem NR NR NR NR
Soro
14/1/99 101 - 3 NR NR - 3 Sem NR NR NR NR
SOro
14/1/99 102 + 3 + 1 - 3 Sem soro + 96Ma + 96Ma - 103 Ma +
14/1/99 103 - 3 NR NR - 3 + 3200 copenhageni NR NR NR NR
800 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
800 copenhageni L1 130
14/1/99 104 |- 1 - 1 - 1 - - - 98Ma - 97Ma - 103 Ma -
14/1/99 105 |- 1 - 1 - 1 Sem soro NR NR NR NR
17/1/99 106 + 1 NR NR + 1 + 200 copenhageni NR NR NR NR
400 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130
17/1/99 107 1+ 1 + 1 + 1 + 400 copenhageni + 97Ma 98Ma - 103 Ma +
400 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
17/1/99 108 |+ 1 NR NR + 1 + 100 icterohaemorrhagiae 3294 NR NR NR NR
100 icterohaemorrhagiae RGA
17/1/99 109 - 0 - 0 - 0 - - - 97Ma - 98Ma - 103 Ma -
17/1/99 110 + 0 NR NR + 0 + 200 autumnalis NR NR NR NR
100 copenhageni
100 cynopteri
200 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
100 copenhageni L1 125
100 copenhageni L1 130
18/1/99 112 |+ 2 + 1 + 0 + 400 copenhaggeni NR NR NR NR
400 copenhageni L1 130
18/1/99 118 |- NR NR - 0 Sem soro NR NR NR NR
21/1/99 115 + 1 - 2 + 1 - - NR NR NR NR
22/1/99 117 - NR NR - 0 + 200 Copenhageni NR NR NR NR
100 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA




<

22/1/99 118 |+ 1 + 1 + 1 + 200 copenhageni + 99Ma + 99Ma +
100 icterohaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
22/1/99 119 |- 1 - 2 - 1 - - NR NR NR NR NR
27/1/99 122 + 3 + 3 + 3 Sem soro NR NR NR NR NR
om
26/1/99 123 |+ 0 - 3 + 0 - - NR NR NR NR
26/1/99 124 |+ 1 NR NR + 1 - - NR NR NR NR
27/1/99 125 |- 1 - 2 - 1 + 800 copenhageni - 96Ma - 96Ma - 103 Ma -
200 icterchaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
200 copenhageni L1 130
27/1/99 126 |+ 0 NR NR + 0 Sem soro NR NR NR NR
om
27/1/99 127 |+ 0 NR NR + 0 Sem soro NR NR NR NR
om
Total Culturas totais (27) MAT totais (18) Mer Total (7) Grav Totai (7) B64 PCR total
27 ratos Positivos 55% (15) Positivos 55% (10) Pos 57% (4) Pos 43% (3) Pos (0) Pos
Negativos 45% (12) Negativos 45% (8) Neg 43% (3) Neg 57% (4) Neg (7) 57% (4)
Cultura totais (24) Neg
Positivos 62,5% (15) 9 icterchaemorrhagiae 43% (3)
Negativos 37,5% (9) 1 Autumnalis
Liberdade Culturas Microaglutinagéo PCR
Data An Cult jCont |urina c [rm [cont | MAT Titulos Mérien | Pagina | Grav Pag B64 Pag. PCR Tot
o
nt
1/7/98 13 + 1 + 1|+ + 200 copenhageni NR NR NR
200 icterchaemorrhagiae 3294
100 copenhageni L1 130
1/7/98 14 + 1 + 1 [NR |NR - - NR NR NR
2/7/98 15 + 1 + 1 |NR | NR + 200 copenhageni NR NR NR
400 icterochaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 133
2/7/98 16 - 3 - 3 |- 3 - - NR NR NR
2/7/98 17 + 0 + 0 |NR INR - - NR NR NR
3/7/98 19 + 0 + 0 |NR INR - - NR NR NR
3/7/98 20 + 1 + 1 |NR [NR + 100 sentot NR NR NR
16/7/98 27 + 0 + 0 INR |NR - - + 49Mi + 50Mi - +
14/7/98 31 + 0 + 0 |NR | NR + 200 copenhageni NR NR NR
200 icterchaemorrhagiae 3294
400 icterohaemorrhagiae RGA
400 copenhageni L1 130




U]

—
—

Total Culturas Totais (9) Total MAT 1PCR 1PCR 0 PCR 1 PCR
9 ratos Positivos 89% (8) Positivos 4 100%p 100%p 100%p
Negativos 11% (1) Negativos 5 (1) (1) (1)
Culturas sem contaminagéo 3 (8) Icterohaemorrhagiae (3)
Positivos (8) Djasiman (1)
Negativos (0)
1/7/98 24(s) NR NR NR NR NR [NR - - NR NR NR
1/7/98 25(s) NR NR NR NR NR | NR + 100 patoc NR NR NR
200 sentot
1/7/98 26(s) NR NR NR NR NR { NR + 100 patoc NR NR NR
16/7/98 | 32(s) - 3 - 3 - 3 + 100 patoc - 48 Mi - 50 Mi - 53 Mi -
Total Culturas Totais (1) Total MAT (4) PCR Mer (1) PCR Grav PCR B64 PCR
4 sarigués Negativos 100% (1) Positivos 75% (3) Negativos (1} Negativos (1) Negativos (1} Total
Negativos 25% (1) Neg (1)
Culturas sem contaminagdo 3
(0) Semaranga 67% (2)
Djasiman 33% (1)
Mata Escura Culturas Microaglutinagéo PCR
Data An Cult |cont |urina |cont |rim |con | MAT Titulos Mérien | Pagina | Grav Pag B64 Pag. PCR Tot
1
17/12/98 |92 + 3 - 1 + 3 Sem soro 96Ma |- 96Ma 102 Ma -
17/12/98 )93 + 0 - 1 + 0 Sem soro + 96Ma + 96Ma - 102 Ma +
17/12/98 |94 - 3 NR NR - 3 Sem NR NR NR
soro
17/12/98 |95 + 3 NR NR + 3 + 100 copenhageni NR NR NR
100 copenhageni L1 130
12/3/99 148 |- 3 - 3 - 3 Sem - 96Ma + 96Ma - 102 Ma +
om saoro
12/3/99 149 |+ 2 + 2 - 1 + 1600 copenhageni + 96Ma [+ 96Ma - 102 Ma +
100 gripothyphosa
800 icterohaemorrhagiae 3294
800 icterohaemorrhagiae RGA
1600 copenhageni L1 130
18/3/99 152 |+ 1 + 2 + 1 - - + 99Ma [+ 99Ma - 101 Ma +
30/3/99 155 1+ + 1 + 0 + 100 copenhageni NR NR NR
100 djasiman
400 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
100 patoc
400 copenhageni L1 130
30/3/99 156 - 1 NR NR - 1 + 100 copenhageni NR NR NR
200 icterchaemorrhagiae 3294
100 icterohaemorrhagiae RGA
100 copenhageni L1 130 *

.
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Total Cutturas totais (9) MAT totai PCR Mer PCR Grav PCR B64 PCR
9 ratos Positivos 67% (6) Positivos (4) Pos 60% (3) Posmyos 80% (4) Posm\fos 20% (1) Total
Negativos 33% (3} Negativos (1) Neg 40% (2) Negativos 20% (1} Negativos 80% (5) Pos
Culturas sem contaminagao 3 80%(4)
Positivos 75% (6) icterohaemorrhagiae (4) Neg
Negativos 25% (2) 20% (1)
18/3/99 153 NR MAT total (1) PCR Mer PCR Grav PCR B64 PCR
Total Negativos 100% (1) Neg 100% (1) Neg 100% (1) Neg 100% (1) Total
1 Neg
Sarigué 100%(1)
Déron Culturas Microaglutinacao PCR
Data An Cult Cont jurina jcont [rim | cont | MAT Titulos Mérien | Pagina | Grav Pag B64 Pagina PCR Tot
21/1/99 114 + 1 + 1 + 1 + 100 hebdomadis NR NR NR NR
400 icterohaemorrhagiae3294
200 icterohaemorrhagiaeRGA
800 copenhageni L1 130
22/1/99 116 |- 0 NR NR - 0 sem NR NR NR NR
om SOro
27/1/99 120 + 1 + 1 + 1 sem + 97Ma + 98Ma 102 Ma +
om SOro
27/1/99 121 1 - 2 - 1 sem NR NR NR NR
om soro
28/1/99 128 + 0 NR NR + 0 + 100 copenhageni NR NR NR NR
200icterohaemorrhagiae3294
100icterohaemorrhagiaeRGA
100 copenhageni L1 130
Total Culturas totais MAT Total (2) PCR Mer (1) PCR Grav (1) PCR B64 PCR
5 ratos Pos 60% (3) Positivos 100% (2) Positivos Pos Neg Total
Neg 40% (2) 100% (1) 100% (1) 100 %(1) Pos
Icterohaemorrhagiae (2) 100%(1)
Matatu Culturas Microaglutinagéo PCR
Data An Cult |Cont [urina jcont {rim |cont [MAT Titulos Mérien | Péagina | Grav Pag B64 Pagina PCR Tot
17/8/98 74 + NR NR + 1 1 - - NR NR NR NR NR
17/8/98 75 + 0 + 0 + 1 + 200 copenhageni NR NR NR NR NR
100 icterohaemorrhagiae 3294
400 copenhageni L1 130
20/8/98 77 + 1 NR NR + 1 Sem NR NR NR NR NR
Soro
Total Culturas Totais (3) MAT total NR NR NR NR
3 ratos Positivos 100% (3) Positivos 50% (1)
Negativos 50% (0)
Icteroaemorrhagiae (1)
Alto do Cruzeiro Culturas Microaglutinacéo PCR
Data An Cult |Cont |urina |[cont [rim {cont |MAT Titulos Meérien | Pagina | Grav P&g 864 Pagina PCR Tot




=
19/8/98 (76 + 1 - 1 + 1 Sem NR NR NR
Soro
19/8/98 (78 - 2 NR NR - 2 sem NR NR NR
SOro
20/8/98 |82 + 1 - 1 + 1 + 200icterohaemorrhagiae3294 + 49Mi + 50Mi - 53Mi +
100icterohaemorrhagiaeRGA
100 saxkoebing
200 copenhageni L1 130
Total Culturas Totais (3) MAT Total Mer total Grav Tota1l B64 Total PCR
Alto do Cruzeiro Positivos 67% (2) Positivos (1) Paositivos (1) Positivos (1) Negativos (1) Total
3 ratos Negativos 33% (1) (1)
Icterohaemorrhagiae (1)
Pernambués Culturas Microaglutinagéo PCR
Data An Cult |Cont |urina |cont |rim |cont {MAT Thtulos Mérien {Pagina | Grav Pag B64 Pagina PCR Tot
4/9/98 83 + 2 + 2 + 2 + 100 icterohaemorrhagiae 3294 NR NR NR NR
4/9/98 84 + 1 + 1 + 1 + 800 icterchaemorrhagiae RGA NR NR NR NR
100 copenhageni L1 130
4/9/98 85 + 2 + 2 + 2 + 100 copenhageni NR NR NR NR
100 icterohaemorrhagiae 3294
200 icterohaemorrhagiae RGA
Total Culturas totais MAT Totat
3 ratos Positivos 100% (3) Positives 100% (3)
Icterohaemaorrhagiae (3)
Lobato Culturas Microaglutinagéo PCR
Data Na Cult |Cont [urina [cont |rim |cont |MAT Titulos Mérien | Pagina | Grav Pég B64 Pagina PCR Tot
1/7/98 18 + 0 + 0 NR [ NR + 100 copenhageni NR NR NR NR
200 icterohaemorrhagiae3294
100 patoc
100 copenhageni L1 130
Total Culturas Totais MAT Total
1 rato Positivos 100% (1} Positivos 100% (1)
Ondina Culturas Microaglutinagio PCR
Data Na Cult [Cont |urina [cont |rm |cont (MAT |Titulos Mérien Pagina | Grav Pag B64 Pagina PCR Tot
16/1/99 | 111(s) |- 2 - 2 - 2 - - - 98Ma |- 97Ma - - -
Total Cultura totais MAT total PCR Mer PCR Grav PCR B64 PCR
1 sarigué Negativos 100% (1) Negativos 100% (1) Negativos 100% (1) Negativos 100% Negativos 100% Total
1 1 ne
@ @ 108%
(1)




Anexo 10- Texto extraido do jornal A Tarde sobre leptospirose.

O texto informa as condigdes de saneamento basico do bairro de Boa Vista de Sdo Caetano no més de
julho do ano de 1998.

Dique vira fonte de doengas na Boa Vista de Sao Caetano Laura Angelim
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O bairro Boa Vista de Sao Caetano estd abandonado e esquecido dos poderes publicos. Montes de lixo podem ser encontrados
em qualquer canto de rua, atraindo insetos e ratos. E uma das localidades da cidade que registra maior indice de casos de
leptospirose. S6 este ano trés pessoas morreram vitimas da doenga. Também o alto indice de casos de dengue representa mais
um problema para a populagao.

O problema de saude no bairro, a cada dia que passa, agrava-se mais ainda. Nelson Santana, presidente do Conseiho de
Moradores, aporia o dique, considerado a segunda maior bacia do Camurujipe em Salvador, como a principal fonte de doengas
na drea. O dique, que possuia aguas limpidas, onde barquinhos navegavam, agora se transformou num tapete de mato e em
verdadeiro criatorio de ratos e insetos. O pior, alerta o presidente, é que areas adjacentes a ele foram loteadas e varias familias
esiao construindo casas no local.

Além de se expor ao perigo de doengas, correm, também, o risco de terem suas casas encobertas por lama, ja que estao sendo
construidas ao lado de uma rua, a Travessa Sao Jorge, que, na verdade, € uma estrada de barro, topo de um barranco. Se nao
for feito servigo de drenagem, certamente no local podera surgir outro “Alagados”, a exemplo do Dique do Ladrao, localizado na
Barriquinha, onde foram construidas casas por cima das aguas. O bairro Boa Vista de Sao Caetano ja tem um “Alagados” e nédo
quer que outro surja no local, alerta o presidente.

O presidente do conselho, Nelson Santana, teme pela salide dos moradores. Ele denuncia que o Unico posto de saude existente
na Boa Vista de Sao Caetano esta desativado hd anos. Mesmo pertencente & prefeitura, o posto, que teve todos os equipamentos
roubados, hoje, estranhamente, esta servindo de residéncia para uma familia e abriga a sede da Associagdo de Moradores. A
fachada da casa esta arruinada. Nelson lembra que o posto integra a Escola Helena de Magalhdes e quadra de esportes. Deveria
estar incluido nas obras de restauracao que vém sendo realizadas na escola, financiadas pelo Bird (Banco Mundial) em parceria
com o MEC e o governo do estado.

Entretanto, tanto o posto como a quadra de esportes estdo intocados. O espago cedeu lugar ao lixo, que rodeia 0 paredao da
escola e serve de local para os motoristas, principalmente os de dnibus, efetuarem manobras. Mesmo cientes de que a quadra
pertence a escola, 0os moradores ja estdo se cotizando para recupera-la, ja que se localiza extramuros escolar. Se, por um lado, o
conselho defende o espago para os estudantes, a populagdo quer que a quadra permanega em drea livre, servindo de local de
lazer para os moradores. Ja o posto de saude, transformado, ilegalmente, em residéncia, divide a opinido dos moradores. Uns
defendem a reinstalag&o do posto de saude, enquanto outros acham que o local deve ser ocupado pela associagao.

Crateras

A formagao de crateras por toda a extens&@o da principal via do bairro, a Rodovia A, é outrc exemplo do descaso dos poderes
publicos. O problema se arrasta desde a gestao do prefeito Fernando José. Representantes do Conselho de Moradores estiveram
por quatro vezes seguidas na Secretaria da Infra-Estrutura, que prometeu recapear a pista. J4 se passaram seis meses e as
promessas ainda nao foram cumpridas.

A Rodovia A esta intransitdvel, principalmente no trecho que faz bifurcagdo com a Primeira Travessa Rodovia A. Explicou o
presidente do conselho que 0s motoristas, em conseqliéncia da péssima conservagac da pista, estdo apresentando problemas de
saude, principalmente dores na coluna e bragos. Eles fazem malabarismos para desviar os veiculos dos ferros das bocas-de-lobo
e dos enormes buracos e acabam tendo desgastie fisico e emocional. JA& os proprietarios das empresas de dnibus ameagam
diminuir a frota, ja que estao tendo muitos gastos para recuperar os veiculos danificados.

Encostas

Como representante da comunidade, ele faz mais um alerta as autoridades: que tomem providéncias com relagéo ao problema
das encostas. Ele lembra que no ano de 1988 um barranco cedeu na Rua Angélica Rocha, causando a morte de muitas pessoas e
ferimentos em outras. Mesmo depois do acidente, muitas familias continuaram a construir casas irregularmente na drea. O
problema persiste até hoje e & agravado, ainda mais, com o lixo que é jogado nas encostas. Nelson Santana nao descarta a
possibilidade de, no préximo inverno, ocorrer outro deslizamento de terra, o que poderia ser fatal para 6s moradores.



	Agradecimentos:

	ABSTRACT

	1.1	REVISÃO DA LITERATURA

	1.1.1	A leptospirose e a leptospira

	1.1.2	Epidemias no mundo

	1.1.3	Epidemias urbanas no Brasil e em Salvador

	1.1.4.	Reservatórios

	1.1.5	Métodos diagnósticos para a investigação de reservatórios

	1.1.6	Alterações morfológicas e patogenia renal no homem e nos reservatórios

	4.1	CAPTURAS

	4.1.1	Locais de captura

	4.2	NECROPSIA

	4.2.1	Anestesia

	4.2.2	Coleta de amostras: sangue, urina e tecido renal

	4.2.3	Estocagem das amostras

	4.3	ISOLAMENTO EM MEIO DE CULTURA

	4.3.1	Preparo do meio de cultura

	4.3.2	Inoculação do meio

	4.3.3	Leitura de cultura

	4.4	TESTE DE MAT

	4.4.1	Preparação de antígeno vivo

	4.4.2	Triagem e titulação das amostras de soro

	4.6.1	Límite de detecção

	4.6.2	Processamento e extração do DNA das amostras de urina dos animais capturados

	4.6.3	Reação de PCR

	4.7 ANÁLISE DE DADOS

	4.7.1	Reservatórios de leptospirose

	4.7.2	Teste de MAT

	4.7.3	Sorotipagem das amostras

	4.7.4	Teste de PCR

	5	RESULTADOS

	5.1	CAPTURAS

	5.2	TESTES DIAGNOSTICOS

	Tabela 4 - Resultados de isolamento em meló de cultura de leptospíras através de dols inóculos diferentes, tecido renal e urina, nos R. norvegicus.

	5.2.2	Teste de microaglutinação (MAT)

	5.2.3	Sorotipagem dos isolados e comparação dos reservatórios e casos humanos

	5.2.4	Teste de PCR


	NUMERO DO ANIMAL:

	NUMERO DO ANIMAL:

	NUMERO DO ANIMAL:

	NUMERO DO ANIMAL:

	NUMERO DO ANIMAL:

	BtbiúÁeca

	Anexo 10> Texto extraído do jornal A Tarde sobre leptospirose.





