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Evidéncia do cao como reservatorio da leptospirose humana:
iIsolamento de um sorovar, caracterizagdo molecular
e utilizacdo em inquérito sorologico
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molecular characterization and its use in a serological survey
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RESUMO

A leptospirose canina é conhecida como enfermidade de Stuttgard desde 1898, sendo os cdes, depois dos roedores,
considerados como a segunda principal fonte de infeccdo para o homem. O isolamento de um sorovar patogénico da
urina de um céo, laboratorial e clinicamente identificado como tendo leptospirose, e sua utilizacdo para testar amostras
de soro de casos de leptospirose humana e canina, evidenciou a sua importancia no ecossistema da regido sul do Brasil.
Os resultados do teste de soroaglutinagdo microscopica indicaram que 100% das amostras de soro humano de 12 pacientes
do banco de soro de 2001 do Centro de Controle de Zoonoses, que haviam reagido com titulos que variaram de 25 a
3.200 para o sorovar canicola, e 72% das amostras de 105 soros caninos do mesmo banco de soro, também reagiram
contra o novo isolado. O titulo médio e mediana dos soros humanos testados com a bateria de antigenos recomendada
pela OMS, foi respectivamente 630 e 100, ao passo que os testados com o isolado foi de 1.823 e 400. Nos soros caninos,
os titulos foram respectivamente de 347 e 100 para a bateria e de 1.088 e 200 para o isolado.
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ABSTRACT

Canine leptospirosis has been known as Stuttgart disease since 1898, and dogs are considered to be the second principal
source of infection in man. The isolation of a pathogenic serovar from dog urine that was diagnosed clinically and
laboratorial as having leptospirosis and its utilization to test serological samples of human and canine cases of
leptospirosis, has demonstrated its importance to the ecosystem of the southern region of Brazil. The results of the
serological microscopic agglutination test indicated that 100% of human serum samples from 12 patients from the
serum bank of 2001 at the Center for Control of Zoonoses, that had titers between 25 and 3,200 with the canicola
serovar, and 72% of 105 canine serum samples from the same serum bank, also reacted with the new isolate. The mean
and median titers of the human serum samples tested with the battery of antigens recommended by WHO was 630 and
100 respectively, and when tested with the isolate it was 1,823 and 400. In the dog sera, the values were respectively 347
and 100 with the battery, and 1,088 and 200 with the isolate.
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InfeccBes com Leptospira interrogans foram reconhecidas
pela primeira vez no Brasil, em 1917, no Parand®. Em 1930, foi
identificado o primeiro caso de leptospirose humana ocorrido
na Cidade de S&o Paulo, onde o sangue do paciente foi inoculado
em cobaios, reproduzindo-se experimentalmente a doenga®. No
Rio de Janeiro, em 1940, 11 cdes com manifestacdes clinicas
compativeis com leptospirose foram submetidos a necropsia para
confirmar a presenca do agente causador da leptospirose em
cdes no Brasil®. Em 1954, descreveu-se um caso de febre canicola
humana, relacionando o sorovar canicola ao contato com 0s
caes, que seriam freqilentemente infectados por este agente®.

Os cdes sdo 0s hospedeiros do sorovar canicola e, em
populagdes ndo vacinadas, a incidéncia de infeccéo por este
sorovar pode ocorrer de 50 a 75%°. Os ratos sdo 0s
hospedeiros do sorovar icterohaemorrhagiae, mas os cées
sdo freqlientemente hospedeiros acidentais deste agente?.

Ainclusdo de cepas de leptospira, isoladas dos locais onde ha
ocorréncia de casos, na bateria de antigenos padrdo para
diagnostico, a qual é constituida de isolados de diferentes
ecossistemas e distribuida pela OMS, justifica-se pelo aumento na
especificidade e sensibilidade do teste de aglutinacdo microscopica
(MAT), devido a particularidade antigénica entre as cepas de
Leptospira patogénica. Na india, no ano de 2000, ap6s o
isolamento de 296 espiroquetas de 1348 culturas de rins de quatro
espécies de roedores, foi recomendada a incluséo da L. inadai,
espécie identificada em maior nimero, na bateria de antigenos
leptospirais usada para estudos soroepidemiolégicos™® 3,

No Municipio de Pelotas, a avaliagdo da prevaléncia e fatores de
risco a leptospirose canina, identificou a prevaléncia de 28,9% em
cdes domiciliados, sendo predominante as reagdes para 0s sorovares
canicola e icterohaemorrhagiae. O mesmo estudo conclui que caes
mantidos em pétios abertos apresentaram risco duas vezes maior
para contrair a doenca e a auséncia de esgoto na residéncia dos
proprietarios dos cdes foram os principais fatores de risco a
leptospirose®?. Estudo semelhante, realizado na zona rural do
Municipio de Pelotas, identificou os sorovares icterohaemorrhagiae,
copenhageni, australis e canicola como os mais freqiientes. Neste
estudo, o contato dos caes com agudes, banhados e a localizagdo
dos animais em propriedades com altitudes inferiores a 100m foram
0s principais fatores de risco a leptospirose canina’.

Na &rea de abrangéncia do Centro de Controle de Zoonoses
de Pelotas (CCZ-Pelotas), a anlise de 425 amostras de soros de
caes errantes, evidenciou a prevaléncia de 34,8% de leptospirose
canina, sendo os sorovares canicola e icterohaemorrhagiae 0s
mais freqiientes. A prevaléncia da doenga, naquele periodo,
esteve diretamente associada aos fatores climaticos
de temperatura elevada e alta precipitacdo pluviométrica;
bioldgicos, pela presenca de reservatdrios domésticos
e/ou silvestres nos locais de ocorréncia de casos; e pelo
fator econdmico-social. Estes trés fatores associados foram
importantes para a manutencao das leptospiras no ambiente e
conseqlientemente para a ocorréncia da infeccdo canina,
podendo ocorrer infeccdo do homem?,

Quanto ao estudo da leptospirose humana realizado através
da MAT, de 386 amostras de soros de trabalhadores do servigo

de saneamento ambiental do Municipio de Pelotas, ocorreu a
prevaléncia de 10,4% de soros reagentes. Este resultado
comprova que profissionais envolvidos com esse tipo de atividade
apresentam alto risco de contrair leptospirose, devido ao contato
direto com ambientes contaminados por urina de roedores e
carnivoros domésticost. Em relato de cinco casos clinicos, de
pacientes internados no Hospital Universitario de Rio Grande,
quatro pacientes apresentaram sindrome de Weil e um caso
oligossintomatico e anictérico. Os pacientes apresentaram
leptospiremia, leptospirtria e sorologia positiva para os
sorovares pomona, icterohaemorrhagiae e bataviae. Porém, em
um caso de sindrome de Weil o soro néo foi reagente na MAT e
somente foi identificada leptospiremia e leptospirtria®. A
presenca de espiroquetas foi constatada em 196 amostras de
soro de pacientes suspeitos de leptospirose, sendo que 196
apresentavam espiroquetas no sangue e destes somente 166
apresentaram correspondéncia de anticorpost, tanto no teste
de aglutinagdo macroscopica (SAT) e/ou na de aglutinacdo
microscopica (MAT) com antigenos vivos.

Devido a controvertida interpretacdo diagndstica em casos
de leptospirose e da recomendacéo da utilizagdo de cepas locais
no diagnadstico, descreve-se neste trabalho, o isolamento de um
sorovar de L. interrogans, sua caracterizagcdo sorolégica e
molecular e seu desempenho na deteccdo de anticorpos
antileptospira em uma bateria de soros humanos e caninos
suspeitos de leptospirose.

MATERIAL E METODOS

Caso clinico. Um cdo SRD, de nome Tande, macho, com 4
anos de idade, pesando 9kg, procedente de uma clinica
veterindria do Municipio de Pelotas, apresentava temperatura
de 40°C, dificuldade de movimentagao do trem posterior, apatia,
anorexia, dor  palpag&o abdominal e dos membros posteriores.
Foi realizado tratamento antipirético e antiinflamatorio.
No segundo dia, o animal obteve melhora acentuada, com
movimentacdo normal e apetite recuperado. No terceiro dia,
ap6s consumo de alimento enlatado, o cdo apresentou vomito,
sendo entdo preconizado antiemético. No oitavo dia, ocorreu
diarréia com sangue e vomito de cor amarelada, sendo
administrado reconstituinte da microbiota intestinal e anti-
emético. No nono dia, ocorreu melhora do estado geral, sendo
mantido tratamento por mais dois dias. No décimo quarto dia, 0
animal apresentou salivagdo sanguinolenta, necrose de toda a
borda da lingua, desidratacdo moderada e temperatura de 39°C.
Foi procedida a hospitalizacdo do animal e envio de amostra de
urina para o CCZ. Neste momento, foi iniciada a antibidticoterapia
com penicilina G potassica, penicilina G procainica e
dihidroestreptomicina; soroterapia com Ringer com lactato e
solucéo de propolis em spray. No décimo quinto dia, foi enviada
amostras de sangue heparinizado para o CCZ. No décimo sexto
dia, o cdo apresentou melhora, com a lingua em processo de
cicatrizagdo avancado. No décimo nono dia, apds cinco dias de
hospitalizagdo, com respostas positivas ao tratamento e estado
geral proximo ao normal, o cdo apresentou hematuria,
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dor & palpacéo abdominal e ataxia dos membros posteriores
pelo periodo da manhg; taquipnéia e taquicardia a tarde e
Obito as 22 horas.

Pesquisa direta de espiroquetas no sangue, em
microscopia de campo escuro (BDFM). Foi realizada a
pesquisa de espiroqueta no sangue heparinizado, apds
centrifugagdo a 3.000 x g por 5 minutos. Foram examinados
5ul do sobrenadante entre lamina e laminula (18X18mm),
utilizando-se objetivas de 40X, ocular de 15X e condensador
de campo escuro a seco. A visualizacdo de uma ou mais
espiroquetas com morfologia e movimentagao caracteristicas,
indicava diagndstico positivo.

Pesquisa direta de espiroquetas na urina, em
microscopia de campo escuro (UDFM). As amostras de urina
coletadas em potes estéreis foram centrifugadas a 3.000 x g por
5 minutos. Desprezou-se o pellet e centrifugou-se o
sobrenadante a 14.000 x g a 5°C por 20 minutos. Desprezou-
se 0 sobrenadante, o pellet foi suspendido em 100puL de PBS
(pH 7,2). Foram examinados 5ul, entre [dmina e laminula
(18X18mm), utilizando-se objetivas de 40X, ocular de 15X e
condensador de campo escuro a seco. A visualizagdo de uma
ou mais espiroquetas com morfologia e movimentacgdo
caracteristicas, indicava diagnostico positivo.

Inoculagdo em hamster. Foi inoculado intraperitonealmente,
ImL da urina do céo, em quatro hamsters sirio capa dourada,
recém-desmamados (20 dias), 0s quais foram observados
diariamente quanto ao aparecimento de sinais clinicos e 6bito.

Inoculagdo em meio de cultura EMJH. Procedeu-se
a dilui¢do seriada da urina do cdo (10 a 10°) em PBS (pH
7,2) e inoculou-se 0,5mL de cada diluicdo em trés séries de
trés tubos contendo 5mL dos seguintes meios de cultura
liquidos: EMJH enriquecido a 10% com soro de coelho; EMJH
enriquecido a 10% com albumina bovina e TSB. Também foi
inoculada uma série de trés tubos de meio EMJH semi-solido
enriquecido com albumina bovina. Os tubos inoculados
foram incubados por 24 horas a 37°C, passando ap0s para
estufa a 30°C, sendo acompanhado o crescimento de
leptospiras macro e microscopicamente.

Preparagdo das amostras para PCR. amostra de urina
na quantidade de 10mL foi centrifugada a 15.000 x g por 20
minutos a 5°C. O pellet lavado duas vezes com 500uL de PBS
(pH 7,4) foi ressuspendido em 50uL de PBS (pH 7,4) e
aquecido a 100°C por 10 minutos, para extracdo do DNA.

PCR. Primers A e B, correspondendo aos nucleotideos
38 a57 e 348 a0 368 na estrutura primaria do gene rrs que
codifica para o RNA ribossomal 16S de L. Interrogans foram
utilizados. A reagdo de PCR foi realizada em um volume final
de 25uL, contendo 10pL da amostra, 2,5uL de tampdo 10X
contendo 2,5mM de MgCl,, 0,5uL de dNTP 10mM, 150ng de
cada primer e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Gibco BRL).
Para processar a reacdo utilizou-se um termociclador Perkin
Elmer 2.400 (PE Biosystems) programado para uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 min, seguido de 32 ciclos
de desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C por 1
min, e polimerizagdo a 72°C também por 1 min. Para finalizar,
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a reagdo foi submetida a 72°C por 7 min. O produto da reago
de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%,
contendo brometo de etidio (0,05ug/uL), e a visualizagdo foi
feita em transiluminador com luz ultravioleta. O resultado foi
fotografado utilizando-se uma camera digital Kodak EDAS 40.

Sequienciamento. Ap6s purificacdo do produto do PCR com
a utilizacdo do kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit” (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH), seguindo as instrucdes
do fabricante, o DNA foi enviado para o Centro de Biotecnologia
do Instituto Butantan em Sao Paulo, para ser seqiienciado pelo
método de Sanger, utilizando os prdprios primers usados no
PCR. A reacdo utilizou a tecnologia do dye terminator em
seqtienciador ABI 377 (Applied Biosystems).

Identificacdo do sorovar. A seqiiéncia parcial do rDNA
16S obtida foi comparada com as seqtiéncias de rDNA 16S
de organismos representados na base de dados Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nlh.gov). Esta comparagdo foi feita
usando BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool).

Inquérito soroldgico. Para o inquérito soroldgico, foi
utilizado o teste de MAT conforme recomendado®®, incluindo 52
culturas de leptospiras representantes das especies genémicas
interrogans, borgpetersenii, weilii, kirshneri, noguchii,
santarosai, biflexa, illini, fainei e meyeri, constando 0s
sorogrupos Australis, Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola,
Celledoni, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Sejroe, Shermani, Tarassovi,
Andamana, Semaranga, Djasiman, Mini, lllini, Doberdo,
Louisiana, Garcia, Nazaré e Pulpudeva. O teste foi considerado
positivo se a partir de uma diluicao de 1:25 fosse encontrado 50%
ou mais do antigeno aglutinado, ou se a densidade do antigeno,
no complexo antigeno anticorpo, fosse menor que 50%.

Soros humanos. Foram utilizadas 20 amostras de soro
humano reagentes para o sorovar canicola, com titulos que
variaram de 25 a 3.200, provenientes do banco de soros do
CCZ, ano de 2001.

Soros caninos. Foram utilizados 105 soros caninos do
banco de soros 2001 do CCZ, dos quais 52,4% eram soro
reagentes com pelo menos um sorovar da bateria de antigenos
para diagnostico, sendo os sorovares illini, canicola, ballum,
e bratislava os mais prevalentes.

RESULTADOS

Caso clinico. No exame direto em microscopia de campo
escuro da urina do cdo, foi constatada a presenca de um
grande nimero de espiroquetas. Entre 0s quatro hamsters
inoculados, 2 morreram com 10 dias de inoculagdo, 1 com
18 dias e o outro foi sacrificado no 20° dia, sendo coletado
material (figado e rins) para inocular em meios de cultura.
Foram isoladas leptospiras em todos os meio de cultura, tanto
da semeadura da urina do cdo como de figado e rins dos
hamsters, sendo que a melhor adaptacéo do isolado ocorreu
no EMJH enriquecido com 10% de soro de coelho. A reacdo
sorolégica do cdo no 15° dia do curso da enfermidade revelou
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positividade caracteristica de reagdes paradoxais, com titulos
de 25 para o sorovar sentot; 50 para hardjo e Buenos Aires; 100
para hurstbridge, hebdomadis e andamana, e 200 para butembo,
ballum, castellonis, canicola, copenhageni e sejroe. Logo que
se obteve uma densidade do isolado de 2 X 107 leptospiras por
mL (aferida por contagem em camara de Petroff-Hausser),
enfrentou-se 0 mesmo com o soro do préprio animal em uma
reacdo de MAT, ndo sendo observada reacdo de aglutinagéo.
provavelmente caracterizando a presenca de antigeno superficial
“Vi” comum nos isolados recentes, que bloqueia os antigenos
superficiais aglutinantes. Na 4 passagem do isolado, foi repetida
a reagdo obtendo-se um titulo de 1.600.

M N

P

PCR. O resultado da reacdo de PCR mostrou a amplificacéo
de uma banda de 331pb (Figura 1), correspondente a amplificacdo
do gene que codifica para 0 RNA ribossomal 16S de L. interrogans.

Sequienciamento. O seqiienciamento pelo método de
Sanger do rDNA 168, quando comparado com as seqliéncias
do GenBank, identificou 100% de homologia para a
Leptospira interrogans sorovar canicola amostra Moulton e
para a Leptospira meyeri amostra Bandicoot.

Inquérito soroldgico. Soros humanos: das vinte
amostras de soro analisadas (Tabela 1) revelaram que nos
pacientes 1, 2, 3, 6, 7, 8 e 9 (58,3%), 0 diagnostico com a bateria
normal de antigenos ndo identificaria o titulo mais alto de

C C C

e = S50 o == =

PCR primersAe B —> =

4— B

M-marcador peso molecular, N-amostra urina negativa, P- controle positivo, C-amostras de urina.
Figura 1 - Reacdo de PCR com trés amostras de urina do céo.

Tabela 1 - Resultado da titulac&o soroldgica de vinte amostras de 12 pacientes humanos suspeitos de leptospirose, utilizando 52 sorovares ja identificados

e um sorovar néo identificado (Tande).

Paciente 1 2 3 4 5

7 8 9 10 11 12

DPIS 7 20 73 7 12 19 7

32

61 8 11 7 3B 52 79 180 7 9 12

Butembo
Ballum 100
Castellonis 200

100

50 100

400

Canicola
Grippotyphosa
Hebdomadis
Copenh. M20
Ictero. RGA
Ictero. Verdum
Copenh. Wijnberg
Pyrogenes
Sejroe

Hardjo
Tarassovi
Andamana
Andam. Bovedo
Buenos Aires
Patoc

llini
Semaranga
Hurstbridge
MaiorTitulo

3.200 400
3.200

100

50 100

25 3.200
25

800
25

100

25 3200 50 400

25 200 3.200 100
25

100 100 200
3.200

400

200
25
25
25
100

100
25 400 3.200 0 100 200

200 100

400
200

200
400

50

400 400

25
50

25

0 5 50

25 100

100

100 100

50

100

50

100

200

400

200

200

400

200

200

1.600

400

1.600

TANDE

0 6.400 400 9.600

50 400 3.200 400 400 100

800 8.000

0 200 400

100 100

50

400

100

DPIS - Dias pos inicio dos sintomas em que foi coletada a amostra de sangue
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anticorpos, uma vez que este ocorreu com o novo sorovar tande.
Observa-se também que a precocidade em detectar um titulo
significativo, nos pacientes 2, 6 e 9, foi respectivamente de 7, 7
e 35 dias com o tande, contra 37 dias para canicola, 32 dias
para copenhageni M20 e 180 dias para canicola, ou seja, nos
trés pacientes, tande foi cinco vezes mais precoce do que 0s
demais sorovares. Nos pacientes 4, 5 e 11, os titulos mais altos
(400, 3.200 e 400) dos sorovares sejroe, icterohaemorrhagiae
RGA e pyrogenes, coincidiram com os titulos de tande.
Finalmente, nos pacientes 10 e 12 (16,7% dos pacientes), 0s
titulos de 100 para andamana Bovedo e de 1.600 para tarassovi,
superaram os 50 e 100 de tande.

Inquérito soroldgico. Soros caninos: as 105 amostras
de soro canino, testadas através de MAT (Tabela 2) revelaram
55 (52,4%) reagentes e, quando enfrentou-se as mesmas
somente com tande, encontrou-se 54 (51,4%) reagentes. A
sensibilidade e especificidade da cepa tande testada com a bateria
de antigenos, foi respectivamente de 61,8% e 60%. A prevaléncia
de 52,4% (55/105), considerada verdadeira é semelhante a
prevaléncia aparente de 51,4% (54/105). Entretanto, a soma
dos soros MAT positivos encontrados na bateria de antigenos
padrdo e com a cepa tande apresentou prevaléncia de 71,4%
(75/105), quase 20% acima do percentual inicial.

Tabela 2 - Resultados de 105 amostras de soro canino testados com a
bateria de antigenos padrao e o sorovar tande na MAT.

Tande MAT Total
P N

Positivos 34 20 54

Negativos 21 30 51

Total 55 50 105

Razdo de chances (OR)2,43 Limite de confianca de 95% para OR1,02 < OR <5,81
Maxima probabilidade estimada para OR (MPE)2,41

Limite de confianga de 95% para MPE 1.03 < OR < 5.74

risco relativo (RR) (saida: Micro=1; Exposicao: tande=1)1,53

Limite de confianga de 95% para RR 1,04 <RR < 2,25

Qui quadrado valor de p

Néo corrigido: 4,99 0.02547819 <
Mantel-Haenszel: 4,94 0.02618815 <
Yates corrigido: 4,16 0.04149070 <

Calculando-se o coeficiente de correlacdo Kappa dos
resultados de MAT com tande e a bateria de antigenos, encontra-
se um coeficiente de 0,22, 0 que constitui uma correlagéo regular
na escala de valores Kappa. Contudo, como se trata da
comparagéo de um Unico sorovar contra toda a bateria de
antigenos, esta correlagdo poderia ser considerada de moderada
a substancial, ou até mesmo excelente, se fosse calculada com
sorovares individuais.

Dos soros caninos analisados, 55 foram reagentes na bateria
de rotina no diagndstico laboratorial, com titulos variando de
100 a 6.400, titulo médio de 347 e mediana de 100. Entretanto,
a inclusdo do sorovar tande aumentou para 75 0 nlmero de
reagentes com titulos entre 100 e 25.600, titulo médio de 1.088
e mediana trés vezes maior. A inclusdo de tande substitui
totalmente os sorovares canicola, ballum, icterohaemorrhagiae
RGA, bataviae Van Tienem e buenos aires, por apresentar titulo
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igual ou superior, e substitui parcialmente os sorovares illini, bratislava,
copenhageni, icterohaemorrhagiae Kantorovic e icterohaemorrhagiae
Verdum por apresentar 0 mesmo titulo soroldgico (Tabela 3).
A avaliacdo da frequiéncia de sorovares, considerando o titulo mais
alto e/ou coaglutinagdes em mesmo titulo identificou que o sorovar
Tande, isoladamente, foi capaz de detectar 72% dos soros positivos.

Tabela 3 - Sorovares leptospirais mais freqiientes na analise de 75 soros

caninos positivos na MAT utilizando a bateria de antigenos padrédo mais
aincluséo de tande.

Titulo de anticorpos

Sorovares 100 200 400 800 1.600 6.400 9.600 25.600 Total
Tande 9 9 9 7 3 4 1 1 43
Ilini 8 1 9
Tande/Canicola 3 3
Bratislava 1 1 2
Copenhageni 1 1 2
Tande/Bratislava 2 2
Sejroe 2 2
Autumnalis 1 1 2
Tande/Canicola/

Ballum/Copenhageni 1 1
Tande/1llini 1 1
Tande/Ictero.

Kantorovic 1 1
Ictero. Kantorovic 1 1
Tande/Ictero. Verdum 1 1
Ictero. Verdum 1 1
Tande/Ictero. RGA 1 1
Butembo

Tande/Bataviae 1 1
Van Tienem 1 1
Bataviae Swart 1 1
Total 3k 12 11 7 3 4 1 1 75
DISCUSSAO

No caso relatado, os sinais clinicos como temperatura de
40°C, dificuldade de movimentagdo do trem posterior, apatia,
anorexia, dor  palpag&o abdominal e dos membros posteriores,
diarréia sanguinolenta, vdmitos amarelados, salivagdo
sanguinolenta e necrose da borda da lingua, sdo tipicos de
leptospirose® 106, Ja foi demonstrado que as leptospiras ndo
sobrevivem por muito tempo na urina, e que a sua pesquisa
direta em microscopia de campo escuro quase sempre é um
procedimento diagndstico ndo compensatorio®, o que torna o
sucesso do diagndstico dependente do exame imediato ou da
utilizacdo de meio de transporte para isolamento. Apesar disto,
mesmo ndo utilizando meio de transporte, conseguimos tanto
visualizacdo em microscopia de campo escuro, quanto
isolamento diretamente em meio de cultura e também por
inoculacdo em hamster, cumprindo o postulado de Koch.

O resultado do PCR mostrando a banda de 331 pares de bases
e 0 seqtienciamento indicando homologia de 100% para 0s
sorovares canicola e bandicoot, acrescido da morte dos hamsters
inoculados, confirma a patogenicidade do isolado tande.

O isolado tande, da primeira & terceira passagem em
cultivo, ndo aglutinou quando enfrentado com o préprio soro
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do animal. Entretanto, na quarta passagem apresentou um titulo
de 1.600, sendo provavel esta ocorréncia a presenca de antigeno
superficial “Vi”, comum nos isolados recentes, o qual bloqueia
0s antigenos superficiais aglutinantes, concordando com
observac@es feitas em leptospiras recém isoladas as quais séo
inaglutinaveis até que sejam cultivadas por algumas passagens®,
sendo que na 42 passagem do isolado, foi repetida a reagdo
obtendo-se um titulo de 1.600.

Na MAT, o soro suspeito deve ser enfrentado com um niimero
expressivo de antigenos leptospirais, entre os quais estejam
representantes dos principais sorogrupos patogénicos® e de todos
0s sorovares comuns da localidade de ocorréncia dos casos®. Os
titulos de anticorpos geralmente sdo maiores com antigenos
provenientes da regido onde estdo ocorrendo 0s surtos ou casos
do que com as cepas de antigenos estocadas no laboratorio ainda
que do mesmo sorogrupo® %, Portanto, um ndmero expressivo
de sorovares deve ser utilizado no teste de diagnostico para que
sejam detectados sorovares pouco comuns ou nao detectados até
entdo®. As reacOes de MAT podem ndo corresponder exatamente
a0 sorogrupo que causou a infecgdo, sendo a capacidade de
predizer o sorogrupo infectante menor do que 40%%.

E recomendavel testar-se amostras pareadas de soro para
comprovar a positividade da primeira amostra, pela observagéo
da soroconversdo da segunda amostra. No entanto, a avaliagdo
de amostras pareadas de 200 pacientes suspeitos de leptospirose,
evidenciou que somente 3,3% dos pacientes aumentaram o titulo
em 4 ou mais vezes na segunda amostra, sugerindo que a
antibi6ticoterapia imediata seria um fator limitante para a
soroconversdo, aliada a falta do antigeno correspondente na
bateria de diagnostico, sendo que a maioria das reagdes de
coaglutinagdo ocorreu com sorovares saprofitastt,

O resultado da MAT de 12 pacientes humanos mostra que,
se fosse testada a primeira amostra de soro de cada paciente
com a bateria de antigenos de rotina, 7 (58,3%) amostras seriam
identificadas com titulo igual ou superior a 100 e com um titulo
médio de 1:929. Porém, o mesmo teste usando o isolado como
antigeno, identificaria 8 pacientes na primeira amostra de soro,
com um titulo médio de 1.713. Considerando a amostra de soro
em que o titulo foi igual ou maior que 100, o maior titulo
encontrado com a bateria de rotina foi de 3.200 com média de
945. Na mesma avaliacdo feita com o isolado, o maior titulo foi
de 9.600, com média de 2.970, ou seja, trés vezes superior. Os
pacientes de nimeros 6 (com trés amostras de soro) e 9 (com
cinco amostras de soro), pelos critérios tradicionais de
soroconversdo, seriam considerados negativos por nédo
alcangarem um titulo minimo de 400 com a bateria recomendada
pelos laboratérios de referéncia. Entretanto, os dois pacientes,
além de um quadro clinico e epidemiol6gico compativel com
leptospirose, apresentaram titulo de 400 para o isolado. Os
pacientes de nimeros 3 e 10, ambos com uma Unica coleta de
sangue com sete dias de inicio de sintomas, apresentaram titulos
de 25 e 100 para a bateria e de 50 para o isolado, ou seja, pelos
critérios laboratoriais ndo seriam considerados casos de
leptospirose. Entretanto, se observarmos a primeira amostra dos
pacientes 1, 2, 6 e 9 (7 DPIS), todos seriam também negativos
pela bateria padréo, apesar dos pacientes 2 e 6 ja neste momento
apresentarem titulo de 400 para o isolado.

No inquérito soroldgico canino, aimportancia do isolado ficou
mais evidente. A prevaléncia detectada com a bateria de rotina foi
de 52,4%, identificando 14 sorovares reagentes em maior titulo.
Porém, quando se incluiu o isolado na bateria, esta prevaléncia
subiu para 71,4%, ndo havendo necessidade da inclusdo de cinco
sorovares (canicola, ballum, icterohaemorrhagiae RGA, bataviae
Van Tienem e buenos aires), e parcialmente de 50% da bratislava,
da icterohaemorrhagiae Verdum e da icterohaemorrhagiae
Kantorovic, 33% da copenhageni e 18% da illini. A anélise
soroldgica feita com a bateria de rotina (Tabela 2) revelou que
61,8% dos soros reagentes também reagiram com o isolado, com
um risco relativo de 1,53 (com um limite de confianca de 95%,
1,04 <RR <2,25), UM %%, 1o € 4.94 € UM p= 0,026, 0
que justifica estatisticamente, a importancia do isolado para o
diagndstico em nosso ecossistema. O coeficiente de correlagdo
Kappa de 0,22 do isolado com toda a bateria representa uma
correlacdo regular, entretanto, com alguns sorovares como
canicola, ballum, bataviae Van Tienem, buenos aires e
icterohaemorrhagiae RGA, este coeficiente de correlagdo é
excelente. O titulo médio de 347 com uma mediana de 100 coma
bateria de rotina, contra um titulo médio de 1.088 e uma mediana
de 200 com o isolado, mais uma vez reforga a importancia da
inclusdo do isolado na bateria de diagnéstico.

Os resultados encontrados com o isolado, tanto no inquérito
sorol6gico humano quanto canino, revelam que a leptospirose
esta presente em indices superiores aos normalmente registrados,
e que o problema do diagnostico esta na limitada suspeigao clinica,
nafalta de investigacéo epidemioldgica para avaliar fatores de risco
e no uso de uma bateria de diagndstico com isolados locais, que
apesar de ser uma recomendacdo internacional, ndo ha
distribuicdo por parte do laboratorio de referéncia nacional de
cepas brasileiras, e praticamente todos os laboratorios que
trabalham com MAT, usam cepas oriundas de paises como
Holanda, Franca, Estados Unidos, Canada, Reino Unido, entre
outros, ou seja, todas originarias de paises de clima frio e que
apresentam uma fauna de reservatorios diferente da América do
Sul. Outros pesquisadores tém identificado 0 mesmo problema
de diagndstico, onde em uma investigacdo ativa para infeccdo
leptospiral no Hawai, encontrou-se 500% de acréscimo na
incidéncia, quando comparada com os casos oficialmente
registrados?. Do mesmo modo que em regides onde a leptospirose
é endémica, ela pode ocorrer em 5 a 15% dos diagndsticos de
pacientes com enfermidade febril*®. Estudo em Baltimore, encontrou
que 16% de 1.150 pacientes selecionados aleatoriamente de um
grupo de enfermidades sexualmente transmitidas, apresentaram
evidéncia de exposicdo prévia ao agente leptospira, com um
paciente apresentando elevado titulo para IgM".

Considerando a leptospirose como uma doenga comum
em nosso ecossistema e, ainda que tenhamos testado um
Unico isolado local, podemos, como A. Vanotti, concluir que:
a apresentacdo incomum de uma doenga comum é mais
comum do que a apresentacdo comum de uma doenga
incomum. Cabe, portanto, um esfor¢o na busca de novos
isolados, para que seja descoberto a ponta do iceberg da
leptospirose animal e humana na regido sul do Estado do
Rio Grande do Sul.
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