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SPOHR, K.A.H. Leptospirose em ratos urbanos de Londrina, Parana. 2009. 64 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — area de concentracdo em Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 20009.

RESUMO

A leptospirose é uma zoonose endémica, que afeta a populacdo humana em escala mundial. A
transmissdo ocorre principalmente pelo contato com urina de roedores sinantropicos
infectados das espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus considerados
reservatorios da Leptospira spp. No ambiente urbano, o cdo é considerado um importante
reservatorio. A prova de referéncia no diagnéstico da infeccdo é a soroaglutinacéo
microscopica (SAM). A técnica de PCR também pode ser utilizada, porém sua sensibilidade
varia conforme protocolo, tipo de amostra bioldgica e primers utilizados. O presente trabalho
teve por objetivo verificar a prevaléncia da leptospirose em 181 R. rattus capturados em 37
locais de reciclagem de residuos solidos e ferros-velhos e em 57 cdes comunicantes presentes
em 25 pontos de captura na regido urbana de Londrina — Parana, de maio a dezembro de 2006.
Amostras de soro dos ratos e caes foram testadas pela SAM e amostras de rim dos ratos pela
nested-PCR. Das amostras de ratos, o soro de 16/172 (9,3 %) foram reagentes na SAM, sendo
0 principal sorovar mais provavel detectado o Pomona, e das amostras de rim, 22/181
(12,15%) foram positivas na nested-PCR. Somente cinco ratos apresentaram resultados
positivos nas duas técnicas. A prevaléncia geral da leptospirose nos ratos foi de 33/181
(18,23%). Na populacao de cées, 7/57 (12,28%) apresentaram anticorpos antileptospiras na
SAM, sendo o sorovar Canicola o principal sorovar detectado como mais provavel. A
infeccdo pela Leptospira spp nos roedores estudados indica o risco da transmissao da bactéria
para a populacdo humana nesta area urbana.

Palavras-chave: Leptospira spp. Diagnostico. Nested-PCR. Rattus rattus. Area urbana.



Spohr, K.A.H. Leptospirosis in urban rats in Londrina, Parana. 2009. 64p. Dissertation
(Master’s Degree in Animal Science — Animal Sanity area) — State University of Londrina,
Londrina. 20009.

ABSTRACT

Leptospirosis is a endemic zoonosis, that affects the human population worldwide.
Transmission occurs mainly through contact with urine of infected synanthropic rodents from
species Rattus norvegicus, Rattus rattus and Mus musculus that are the reservoirs of
Leptospira spp. Dogs are considered important reservoirs in the urban area. Microscopic
agglutination test (MAT) is the reference method for the diagnosis of infection. PCR
technique can also be used, but its sensitivity varies with protocol, type of biological sample
and primers used. This study aimed to determine the prevalence of leptospirosis in 181 Rattus
rattus capture in 37 establishments of solid waste recycling and scrap heaps and 57 dogs
found in 25 points of rats capture in urban areas of Londrina — Parana, between May and
December of 2006. Rats and dogs serum samples were tested by MAT and rat kidney samples
by nested-PCR. Among rat samples, serum of 16/172 (9.3%) were reactive in MAT and
Pomona was the most probable serovar detected, and from kidney samples, 22/181 (12.15%)
were positive in nested-PCR. Only five rats were positive in both techniques. The prevalence
of leptospirosis in rats was 33/181 (18,23%). Concerning dogs population, 7/57 (12,28%)
presented antibodies against Leptospira spp, and Canicola was considered as the most
probable serovar. Infection by Leptospira spp in the rodents studied indicates risk of
transmission of the bacteria to the human population in this urban area.

Keywords: Leptospira spp. Diagnostic. Nested-PCR. Rattus rattus. Urban area.
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REVISAO DE LITERATURA

LEPTOSPIROSE EM ROEDORES SINANTROPICOS URBANOS

Resumo: Os roedores sinantrépicos sao responsdveis pela transmissdo de diversas zoonoses
ao homem na drea urbana. A leptospirose é uma doenga endémica que afeta a populacdo
humana em escala mundial, tornando-se epidémica no Brasil em periodos chuvosos,
principalmente nas capitais e areas metropolitanas. Os surtos epidémicos da doenga
geralmente sdo associados a condi¢des inadequadas de saneamento bdsico, e variagdes
climéaticas com quedas de chuvas intensas. A transmissdo ocorre principalmente pelo contato
com urina de roedores sinantrépicos infectados das espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus
e Mus musculus considerados reservatorios da Leptospira spp. Sorovares adaptados podem
infectar os rins de hospedeiros reservatérios e serem eliminados pela urina por longos
periodos. A prova de referéncia no diagndstico da infec¢io € a soroaglutinacdo microscopica
(SAM). A técnica de PCR também pode ser utilizada, porém sua sensibilidade varia conforme

protocolo, tipo de amostra bioldgica e primers utilizados.

Palavras-chave: Leptospira spp. Zoonose. Zona urbana. Roedores. Diagnéstico.
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LEPTOSPIROSIS IN URBAN SYNANTHROPIC RODENTS

Abstract: Synanthropic rodents are responsible for the transmission of several zoonosis to
humans in urban areas. Leptospirosis is an endemic disease that affects the human population
worldwide, becoming epidemic in Brazil in rainy periods, particularly in capitals and
metropolitan areas. The epidemic outbreaks of disease are usually associated with inadequate
sanitation conditions, and climate change with heavy rain falling. The transmission occurs
mainly through contact with urine of infected synanthropic rodents from species Rattus
norvegicus, Rattus rattus and Mus musculus that are the reservoirs of Leptospira spp. Adapted
serovars can infect the kidneys of reservoir hosts and be eliminated through the urine for long
periods. Microscopic agglutination test (MAT) is the reference method for the diagnosis of
infection. PCR technique can also be used, but its sensitivity varies with protocol, type of

biological sample and primers used.

Keywords: Leptospira spp. Zoonosis. Urban area. Rodents. Diagnostic.
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Introducao

Os roedores sinantrépicos determinam grandes prejuizos econdmicos na drea rural, e
sdo responsdveis pela transmissao de vdrias zoonoses ao homem na drea urbana e rural,
atuando como reservatério de importantes doengas como leptospirose, toxoplasmose,
leishmaniose e algumas de etiologia viral®.

A leptospirose foi considerada como doenga infecciosa reemergente nos ultimos anos
da década de 1990, afetando a populagdo humana em escala mundial® **. E uma doenca que
pode ocorrer em qualquer época do ano, porém tem carater sazonal e sua incidéncia € elevada
em paises de clima tropical e/ou subtropical, onde as elevadas temperaturas e os altos indices
pluviométricos favorecem a sobrevivéncia do microrganismo'® %’ %,

No Brasil, dados do SINAN/SVS/MS* informam 2490 casos de leptospirose no ano
de 2008, com letalidade de 11,1%, casuistica inferior a de 2007, com 3072 casos humanos
notificados e letalidade de 10,4%. Entre os anos de 1997 a 2008 foram notificados no Brasil
38712 casos de leptospirose humana, com uma média anual de 3226 casos, com amplitude de
2433 em 1999 a 4360 em 2006. Do total de casos notificados entre 1999 e 2003, 1683/14334
vieram a 6bito, perfazendo uma letalidade de 11,7% e uma média de 336 6bitos/ano'®. Deste
total de casos notificados, 77% foram hospitalizados e caracterizados como casos graves a
moderados. A baixa quantidade de casos brandos notificados indica uma subnotificacdo pelo
sistema publico de satide'’. As taxas de incidéncia de leptospirose humana sdo subestimadas

devido a falta de conhecimento da doenca e do diagndstico relativamente inacessivel e

demorado®.
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Epidemiologia

A leptospirose pode ocorrer tanto em area urbana quanto rural, sendo mais grave na
4rea urbana. E uma doenca endémica no Brasil, tornando-se epidémica em periodos chuvosos,
principalmente nas capitais e dreas metropolitanas'®.

A auséncia de levantamentos continuos da doenca no Brasil limita a formacdo de
conclusdes da doenca no pais™, contudo caracteristicas climéticas e sociais de risco
verificadas no surto epidémico em Salvador em 1999, onde ocorreram 50 6bitos dos 326
casos identificados, também ocorrem em todos os maiores centros urbanos no Brasil?’. Os
surtos epidémicos da doenca estdo associados a aglomeracdo da populagdo de baixa renda, as
condi¢des inadequadas de saneamento bdsico e as variagdes climdticas com incidéncia de
chuvas intensas®’. Estas condi¢des somadas a enchentes, principalmente na drea urbana,
permitem a transmissdo indireta de Leptospira pela dgua contaminada com urina de ratos
infectados™.

A Leptospira spp pode infectar cerca de 160 espécies de mamiferos domésticos e
silvestres®, sendo que a inter-relacdo entre doenca e os roedores foi confirmada por Ido no
Japdao em 1916%.

A transmissdo ocorre de forma direta ou indireta nas diferentes espécies mamiferas. A
forma direta ocorre através da transmissdo transplacentdria em infec¢des congénitas, contato
sexual, leite de fémeas infectadas, sangue de um animal em leptospiremia, ou urina de um
portador renal e de forma indireta pela contaminacdo do meio ambiente com a urina de
portadores renais'®. As principais formas de transmissdo da leptospirose para o homem sdo o
contato com solo e dgua contaminados pela urina ou contato com tecidos de animais
infectados, tendo como porta de entrada a conjuntiva ou pele lesionada, ou ainda pela

4
mordedura de ratos™,
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Os principais reservatérios urbanos das leptospiras sdo roedores sinantropicos das
espécies Rarttus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus'®. Estes roedores podem ser uma
fonte continua de infec¢do da Leptospira spp, pois ao se infectarem albergam a bactéria nos
rins, eliminando-a viva no meio ambiente e contaminando 4gua, solo e alimentos™. Vinetz"
afirma que a diversidade de leptospiras varia conforme o ambiente, sendo determinada pela
variedade de fauna mamifera. No ambiente urbano, ratos, camundongos e caes predominam
como reservatorios.

Historicamente, a espécie sinantrOpica R. norvegicus € a mais importante para
transmissdo desta zoonose ao homem, e as espécies R. rattus € M. musculos teriam uma
pequena contribuicdo na manutengdo das leptospiras na natureza”. Entretanto em estudo
realizado nas ilhas dos Acores em 1997, as espécies M. musculus, R. rattus, e R. norvegicus
apresentaram os percentuais de isolamento aproximados (33,8%, 20,7%, 21,7%) da
Leptospira spp a partir dos rins de 157, 87 e 23 animais respectivamente, indicando as trés
espécies como hospedeiros naturais de importancia no local de estudo’’. A pesquisa de
anticorpos contra leptospiras em 201 roedores urbanos e silvestres capturados em Santa Fé,
Argentina, demonstrou 42% de animais soropositivos pela técnica de ELISA no ano de 2003.
Destes roedores, 147 eram espécies M. musculus (92), R. rattus (32) e R. norvegicus (23), ndo
sendo encontrada diferenca estatistica quanto a soroprevaléncia nas espécies47.

Pesquisas realizadas em diferentes paises demonstraram valores altos de prevaléncia
da doencga entre os roedores, encontrados tanto em zonas urbanas quanto rurais.

Nas ilhas dos Acores, Portugal, no ano de 2000, taxa de 62,8% de positividade foi
encontradaem 94 roedores sinantropicos em diferentes pontos das ilhas, com predominio das
espécies M. domesticus (41/94) e R. rattus (49/94) e com um pequeno nimero de R.
norvegicus (4/94). As taxas de positividade total obtidas na soroaglutinacdo microscépica

(SAM) e cultura por espécie foram de 85,4%, 44,9% e 50% respectivamentel6.
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Na regido de Madurai em 2007, na India, 58% dos R. rattus de campo capturados
foram positivos na SAM. Destes animais sorologicamente positivivos foi possivel isolar
Leptospira spp do rim de 85,7% dos animais”'.

Altas variagdes nas taxas de infec¢do por Leptospira spp (2,3% a 80,6%) foram
detectadas em ratos capturados em ilhas do Japdo em diferentes regides™

Dalu e Ferusu'” em 1997, realizando estudos em regides rurais de duas cidades de
Harare no Zimbabwe encontraram 62,5% de roedores positivos na SAM. Machangu et al*” no
mesmo ano, pela SAM com cinco sorovares (Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Grippotyphosa,
Pyrogenes e Canicola) detectaram 1,9% de positividade em 537 amostras de soro de roedores
da Tanzania. Esta prevaléncia baixa pode ter sido causada pela utilizacdo de um nimero
pequeno de sorovares que acarretou perda significativa da sensibilidade da prova, ja que a
resposta é sorogrupo especifica™.

No Chile, na drea urbana de Valdivia em 1994, anticorpos antileptospiras foram
detectados pela SAM em 12,2% de 131 roedores silvestres capturados. Aplicando a técnica de
imunoperoxidase e imunofluorescéncia direta nos rins dos animais foram obtidos 13,7% de
positividade, com 20,6% de positivos em pelo menos uma das técnicas soroldgica ou
histolégica43.

No Brasil, na cidade de Sdo Paulo, no ano de 1949 foi observada 38% (11/29) de
positividade na SAM dos R. norvegicus capturados. Destes, 9 apresentaram resultados
positivos por métodos de diagndstico direto como inoculagdo em cobaio, campo-escuro e
cultura®. Em Belo Horizonte, no ano de 1952, 44,3% (27/61) dos R. norvegicus capturados
foram positivos para Leptospira spp apartir do exame direto pelo campo-escuro e cultura a
partir do tecido renal”.

No porto de Santos, estado de Sdo Paulo, estudou-se a presenca de Leptospira spp em

rins de roedores sinantrépicos no ano de 1950 obtendo-se 6 animais portadores renais da
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bactéria de 85 Rartus spp capturados®'. Neste mesmo local, no ano de 1984, foram capturados
116 roedores da espécie R. rattus, R. norvegicus € M. musculus. Destes, foi obtido 4
isolamentos de Leptospira spp apartir dos rins>’.

Estudos sorolégicos realizado pela SAM em regides urbanas da cidade do Rio de
Janeiro, com 101 R. norvegicus e trés M. musculus em 1988 e em Duque de Caxias com 47 R.

norvegicus em 1993, detectaram respectivamente 39%"° e 36,17%°" de positividade.

Sorovares e infeccao

Espécies de ratos do género Rattus sdo os principais reservatorios dos sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni e espécies de camundongos do género Mus dos sorovares
Ballum, Arborea e Bim, sendo demonstrado que um hospedeiro de manutencdo pode abrigar
diferentes sorovares em regides geograficas distintas”. Collares-Pereira e colaboradores'
isolaram com maior freqii€ncia o sorovar Icterohaemorrhagiae de R. norvegicus e o sorovar
Arborea do sorogrupo Ballum de R. rattus.

No Peru, dos 55 isolados de Leptospira spp de R. rattus € R. norvegicus, 47 foram
classificados como sorovar Icterohaemorrhagiae e oito pertenciam a uma nova espécie de
Leptospira spp, com caracteristicas antigénicas diferentes, contudo extremamente
semelhantes a dois isolados humanos do mesmo estudo™. Na India, foram isoladas de
R.rattus, seis estirpes patogénicas identificadas como Autumnalis (5/6) e Javanica (1/6)41.

A adaptabilidade do sorovar ao hospedeiro reservatério permite a infeccdo e
sobrevivéncia das leptospiras no rim do mamifero por toda sua vida, o que possibilita a
eliminacdo do microrganismo pela urina'’.

Athanazio et al”!, estudando a relacdo de um sorovar com seu reservatorio, inocularam

o sorovar Copenhageni em R. norvegicus pela via intraperitonial e sugeriram que na fase de

leptospiremia havia répida disseminagdo, sendo seguida do acimulo de leptospiras no limen
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Na regido de Madurai em 2007, na India, 58% dos R. rattus de campo capturados
foram positivos na SAM. Destes animais sorologicamente positivivos foi possivel isolar
Leptospira spp do rim de 85,7% dos animais”'.

Altas variagdes nas taxas de infec¢do por Leptospira spp (2,3% a 80,6%) foram
detectadas em ratos capturados em ilhas do Japdo em diferentes regides™

Dalu Ferusu!’ em 1997, realizando estudos em regides rurais de duas cidades de
Harare no Zimbabwe encontraram 62,5% de roedores positivos na SAM. Machangu et al*” no
mesmo ano, pela SAM com cinco sorovares (Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Grippotyphosa,
Pyrogenes e Canicola) detectaram 1,9% de positividade em 537 amostras de soro de roedores
da Tanzania. Esta prevaléncia baixa pode ter sido causada pela utilizacdo de um nimero
pequeno de sorovares que acarretou perda significativa da sensibilidade da prova, ja que a
resposta é sorogrupo especifica™.

No Chile, na drea urbana de Valdivia em 1994, anticorpos antileptospiras foram
detectados pela SAM em 12,2% de 131 roedores silvestres capturados. Aplicando a técnica de
imunoperoxidase e imunofluorescéncia direta nos rins dos animais foram obtidos 13,7% de
positividade, com 20,6% de positivos em pelo menos uma das técnicas soroldgica ou
histolégica43.

No Brasil, na cidade de Sdo Paulo, no ano de 1949 foi observada 38% (11/29) de
positividade na SAM dos R. norvegicus capturados. Destes, 9 apresentaram resultados
positivos por métodos de diagndstico direto como inoculagdo em cobaio, campo-escuro e
cultura®. Em Belo Horizonte, no ano de 1952, 44,3% (27/61) dos R. norvegicus capturados
foram positivos para Leptospira spp apartir do exame direto pelo campo-escuro e cultura a
partir do tecido renal”.

No porto de Santos, estado de Sdo Paulo, estudou-se a presenca de Leptospira spp em

rins de roedores sinantrépicos no ano de 1950 obtendo-se 6 animais portadores renais da
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leptospiras estarem protegidas do sistema imune nos rins e poderem infectar este 6rgao por
toda a vida do roedor, torna fundamental o isolamento ou detec¢do do microrganismo para
avaliacdo da importancia do roedor na cadeia epidemioldgica local de transmissdao da
doengazg.

A visualizagcdo direta de leptospiras em microscopio de campo escuro em amostras
como a urina € pouco utilizada devido a sua baixa sensibilidade, eliminac¢do intermitente do
agente na urina e necessidade de um profissional com experiéncia®’.

O isolamento da Leptospira spp é considerado a técnica definitiva no diagndstico da
leptospirose, proporcionando a identificacdo do sorovar infectante. A desvantagem € que o
isolamento do agente é bastante dificil, € uma técnica laboriosa e que necessita de um
acompanhamento semanal, podendo levar meses para apresentar qualquer crescimento. Por
estes motivos poucos laboratérios fazem uso desta técnica, sendo muito pouco utilizada para a
rotina diagndstica, porém € de suma importincia em estudos epidemioldgicos e profilticos da
infecgﬁozg.

Em roedores sinantrépicos, grande parte dos estudos de leptospiras sdo relativamente
antigos, e poucos sdo os que utilizaram a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
para a detec¢do da bactéria” > 4.

A PCR tem apresentado crescente utilizacdo para o diagndstico precoce da doenga,
apresentando alta sensibilidade e especificidade. O uso de protocolos cada vez mais sensiveis
detecta e amplifica quantidades cada vez menores do DNA do microrganismo nas mais
variadas amostras bioldgicas como soro sanguineo'', fragmentos de c’>rgz?1os12 e urina”. Para a
deteccao de Leptospira spp em fragmentos de Orgdos post-mortem, a técnica de maior
sensibilidade é a PCR'”.

Entre as limitagdes da PCR destaca-se a incapacidade de determinar o sorovar

envolvido, porém este dado apresenta maior valor epidemiolégico do que propriamente no
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diagnéstico®’. Outro incoveniente é que a sensibilidade da PCR pode variar de acordo com os
primers utilizados, a padronizacdo dos reagentes, do protocolo de amplificacdo, selecdo do
material biolégico, forma de conservacdo e tempo de estocagem da amostra, uma vez que o
DNA pode ser facilmente degradado®.

Diversos primers tem sido empregados no diagndstico da leptospirose, com
sensibilidade e especificidade variadas %7 18222420 333792 ‘pajaniappan et al®’, desenvolveram
o par de primers Ligl e Lig2 que amplificam um fragmento de 468 pb da regido amino-
terminal dos genes ligA e ligB da Leptospira spp € um dos que mais se destaca. O gene lig é
um fator de viruléncia encontrado apenas em leptospiras patogénicas>®. Quando compararado
a primers previamente descritos, os primers Ligl e Lig2 apresentaram-se mais sensiveis que
os demais, amplificando menores quantidades de DNA por amostra e ndo detectando a forma
ndo patogénica do agente, contudo foram testados com sorovares da espécie gendmica L.
interrogans”' . Na avaliacdo de diferentes espécies gendmicas patogénicas de Leptospira spp,
foi constatado que nem todas as espécies patogé€nicas possuem o gene lig completo, o que
pode influenciar a sua detec¢do por primers especificos para esse genem.

Os oligonucleotideos iniciadores descritos por Jouglard et al* amplificam pela nested-
PCR um fragmento altamente conservado de DNA que codifica a lipoproteina LipL32,
considerada a maior lipoproteina da membrana externa de leptospiras patogénicas e
importante fator de viruléncia, que estd ausente em espécies ndo-patogénicas. A nested-PCR
apresenta Otima sensibilidade, e foi testada frente a diferentes espécies gendmicas

patogénicas, diferentemente do estudo de Palaniappan et al 37
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Determinar a prevaléncia da leptospirose em roedores sinantrépicos urbanos
capturados em locais de reciclagem de residuos solidos e ferros-velhos em

Londrina — PR;

2.2 Objetivos especificos
e Utilizar uma técnica de nested-PCR para deteccdo da Leptospira spp patogénicas

em amostras de rins ratos;

e Detectar anticorpos antileptospiricos em amostras de soro de ratos e caes

comunicantes dos locais de reciclagem.



3 ARTIGO PARA PUBLICACAO




3.1 PREVALENCIA DA LEPTOSPIROSE EM RATOS URBANOS
CAPTURADOS EM LONDRINA, PARANA.

Artigo editado de acordo com as normas de publicacdo do periddico Revista da

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
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PREVALENCIA DA LEPTOSPIROSE EM RATOS URBANOS CAPTURADOS EM

LONDRINA, PARANA.

Resumo: A leptospirose € uma das zoonoses de maior distribuicdo no mundo, as diversas
espécies de ratos sdo fontes de infeccdo de importancia da doenga endémica. O presente
trabalho teve por objetivo verificar a prevaléncia da leptospirose em 181 Rattus rattus
capturados em locais de reciclagem de residuos solidos e ferros-velhos e 57 caes
comunicantes na regido urbana de Londrina — Parand. A prevaléncia da leptospirose nos ratos
foi de 33/181 (18,23%). Das amostras de ratos, os soros de 16/172 (9,3 %) foram reagentes na
soroaglutina¢do microscépica (SAM), o sorovar mais provavel foi o Pomona. As amostras de
rim, 22/181 (12,15%) foram positivas na nested-PCR. Na populagdo de caes, o soro de 7/57
(12,28%) apresentaram anticorpos antileptospiras na SAM, o sorovar Canicola o sorovar
detectado como mais provavel. A infeccdo pela Leptospira spp nos roedores estudados indica

o risco da transmissdo da bactéria para a populacdo humana nesta drea urbana.

Palavras-chave: Leptospira spp. Rattus rattus. Zoonose. Nested-PCR. Soroaglutinacio

microscopica.



36

PREVALENCE OF LEPTOSPIROSIS IN URBAN RATS CAPTURED IN

LONDRINA, PARANA.

Abstract: Leptospirosis is one of the most distribuited zoonosis worldwide, the several rats
species are important sources of infection for the endemic disease. This study aimed to
determine the prevalence of leptospirosis in 181 Rattus rattus capture at establishments of
solid waste recycling and scrap heaps and 57 dogs in urban areas of Londrina — Parand. The
prevalence of leptospirosis in rats was 33/181 (18,23%). Among rat samples, serum of 16/172
(9.3%) were reactive in SAM, and Pomona was the most probable serovar detected. From
kidney samples, 22/181 (12.15%) were positive in nested-PCR. Concerning dog population,
serum samples of 7/57 (12,28%) presented antibodies against Leptospira spp, and Canicola
eas considered as the most probable serovar. Infection by Leptospira spp in the rodents
studied indicates risk of transmission of the bacteria to the human population in this urban

area.

Keywords: Leptospira spp. Rattus rattus. Zoonosis. Nested-PCR. Microscopic agglutination

test.
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Introducao

A leptospirose € uma das zoonoses de maior distribuicdio no mundo, é causada por
bactérias do género Leptospira'’, pode ocorrer em cerca de 160 espécies de mamiferos
domésticos e silvestres”’. A presenca abundante de espécies de roedores ou pequenos
mamiferos susceptiveis a infeccdo por leptospiras pode ser um indicador do potencial de
transmissdo da Leprospira spp para o homem e animais domésticos™.

Os ratos sdo reconhecidos como reservatérios cronicos assintomaéticos de Leptospira
spp especialmente de alguns sorovares'®. Existem trés espécies de roedores distribuidas
mundialmente e comumente associadas com a infeccdo leptospirica: Mus musculus (rato de
casa); Rattus norvegicus (rato marrom) e Rattus rattus (rato preto). Vdrias taxas de infeccdo e
soropositividade (2,3 a 80,6%) tém sido descritas para estes roedores em diversos paises,
variando conforme caracteristicas ecoldgicas e teste o diagnéstico utilizado” " #* 3 ¥ As
espécies de ratos sdo fontes de infeccio de importincia da leptospirose endémica para
humanos e animais domésticos como o cdo, especialmente no ambiente urbano em todo o
mundo® .

O diagnéstico da leptospirose € baseado geralmente na demonstragdo de anticorpos no
soro sanguineo pela soroaglutinacdo microscépica (SAM), prova de referéncia®®. Entretanto
resultados soroldgicos negativos ndo excluem a possibilidade do animal ser um portador
renal*.

Técnicas de PCR, de alta sensibilidade, tem sido descritas para detec¢cao de leptospiras
em diferentes amostras bioldgicas animais e humanas, utilizando-se diferentes primers,

~ - e < 0810151821232
protocolos de extracdo de amostras e condicdes de amphflcagao08 015182123 283033
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Embora a leptospirose seja considerada uma doenca endémica no Brasil e de sérios
riscos a satde publica'’, as pesquisas com esta bactéria em roedores de zona urbana ainda sdo
escassas no pais.

O presente trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia da leptospirose em

roedores urbanos em Londrina — Parana, e caes comunicantes.

Material e Métodos

Local de coleta e populacao estudada

Os pontos de coleta de dados e animais foram os locais de reciclagem de residuos
solidos e ferros-velhos existentes nas cinco regides (Norte, Sul, Leste, Oeste e Central) da
cidade de Londrina — PR, tendo como ponto de referéncia o entorno das Unidades Basicas de
Saude (UBS) das respectivas regides, contemplando 37 pontos de captura de roedores. Nos
pontos de captura de ratos, com presenca de cdes comunicantes, foi efetuada a coleta de
amostras bioldgicas dos mesmos.

O tamanho da amostra de ratos urbanos foi calculado para uma populagdo infinita,
nivel de significincia de 5%, prevaléncia estimada de 50% e precisdao de 7,5%, cdlculo
efetuado pelo programa EPI 6", resultando em 171 animais.

A captura e coleta de amostras bioldgicas de ratos e cdes foi realizada no periodo de
Maio a Dezembro de 2006.

O presente trabalho foi registrado (n° 28/06) e aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina — PR.

Coleta de amostras bioldgicas
Os ratos capturados foram identificados quanto a espécieog, submetidos a anestesia
com éter etilico para coleta de sangue do plexo braquial, em seguida foi realizada a eutanésia

e laparotomia para a coleta de ambos os rins. As amostras de sangue foram acondicionadas
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em tubos de ensaio estéreis, identificadas, centrifugadas para a obtencdo do soro, e
aligiotadas em eppendorf®. Amostras de soro e rim foram estocadas a -20°C até sua
utilizagdo.

Os caes comunicantes foram submetidos somente a coleta de sangue por pungdo da
veia cefélica ou jugular com seringa e agulha 25x7 estéreis. Para a obtenga@o e estocagem do

soro foi utilizada a mesma metodologia aplicada as amostras dos ratos.

Soroaglutina¢do Microscépica (SAM)

Para detectar anticorpos contra Leptospira spp, os soros dos ratos e dos cdes foram
submetidos a prova de soroaglutinacio microscépica (SAM), com antigenos vivos'®. Foram
utilizados 23 sorovares de referéncia: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcomb, Cynopteri, Fortbragg, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Wolffi, Shermani, Sentot Tarassovi e Ballum. Os antigenos foram mantidos a 28°C por 5 a 10
dias em meio EMJH (DIFCO®-USA) modificado pela adi¢do de soro de coelho™. Para as
amostras de soro dos ratos foi utilizada a diluicdo de 1:25 como ponto de corte™ enquanto
para as amostras de cdes a dilui¢do 1:100'°.

Foram considerados reagentes os soros que apresentaram pelo menos 50% das
leptospiras aglutinadas. As amostras reagentes foram diluidas geometricamente na razio dois
para determinacdo da diluicdo méxima positiva. A andlise dos resultados considerou como
sorovar mais provavel aquele que apresentou maior titulo™. Os soros que apresentaram co-

aglutinacdo na maior dilui¢do foram considerados apenas reagentes para Leptospira sppm.

Extragdo do dcido nucléico
Foi realizado um pool de fragmentos de ambos os rins de cada rato, o qual foi triturado
(10% p/v) em PBS, centrifugado a 3.000 x g por 15 min, o sobrenadante aliquotado em

frascos estéreis e congelados a -20°C até a extragao.
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A extracdo do DNA da leptospira foi realizada em 300 puL do sobrenadante do pool de
rins como descrito na técnica da silica/isotiocianato de guanidina’’. Amostras de controle
negativo (dgua ultrapura autoclavada) e amostra de controle positivo, isolado local (Londrina

14, sorovar canicola03) foram incluidas em todos os procedimentos.

PCR e Nested PCR

Para a realizacdio da PCR foram utilizados os primers Ilipl32 F. 5’
CGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGT 3’ e lipL32 R: 5> CTCACCGATTTCGCCTGTTGGG
3’, desenhados para amplificar um produto de 264 pb entre as posicoes 73 e 336 da regido
codificadora da lipL.32. A nested PCR (n-PCR) foi realizada utilizando os primers lipl.32 R1:
5 CTCCCATTTCAGCGATTACGG 3 e lipL.32 F2: 5’
TTCTGAGCGAGGACACAATCCC 3’°, que amplifica um produto de 183 pb da primeira
amplificacio”’. A técnica de PCR e n- PCR foi realizada conforme Jouglard et al*'. As
reacOes foram realizadas em termociclador modelo TC 312, marca Techne®.

Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, com
brometo de etideo (0,5 ug/mL), em tampao TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89 mM dacido bérico; 2

mM EDTA), e visualizados e fotodocumentados sob luz ultravioleta.

Andlise estatistica

Os resultados soroldgicos e de n-PCR em ratos e sorolégicos em cdes comunicantes
foram tabulados utilizando-se o pacote estatistico EPI 6. Foram realizados os cdlculos
percentuais e verificada a associac¢io entre a varidvel detec¢do da leptospirose em ratos e em

cdes por meio do teste de qui-quadrado, admitindo-se o nivel de significancia de 5%.
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Resultados

Foram capturados 181 roedores identificados como R rattus, resultando em 181
amostras de rins e 172 amostras de soro. Em 25 dos 37 pontos de captura de roedores, foi
constatada a presenca de 57 cdes comunicantes, obtendo-se amostras de soro de todos eles.

A prevaléncia geral da leptospirose nos ratos estudados foi de 33/181 (18,23%)
animais positivos em pelo menos uma das técnicas utilizadas.

Das amostras de soro de ratos, 16 (9,3 %) foram reagentes na SAM. Em 14 amostras
foi possivel determinar o sorovar mais provdvel e em duas amostras houve coaglutinacao na
diluicao 1:25 (Tabela 1).

Na n-PCR, fragmentos de rim de 22 (12,15%) ratos apresentaram resultados positivos,
amplificando um produto de 183 pb (Figura 2).

Apenas cinco dos 33 ratos positivos apresentaram positividade em ambas as técnicas.
Resultados positivos somente na SAM foram encontrados em 11 ratos e somente na n-PCR
em 17.

Das 57 amostras de soro de caes, sete (12,28%) foram reagentes na SAM. Os
sorovares mais provaveis foram Canicola em cinco amostras (duas amostras com titulo de
100, uma amostra com 200 e duas 400), Pomona em uma (titulo de 1600), e Castellonis em
uma (titulo de 100).

A andlise da associagdo entre ratos e cdes positivos para Leptospira spp nao

apresentou significancia estatistica (p=0,05).

Discussao
No Brasil, poucos sdo os estudos atuais de prevaléncia da leptospirose em ratos
urbanos. Aqueles existentes ndo contemplam a real freqiiéncia da enfermidade nestes animais

devido a auséncia de planejamento amostral.
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A prevaléncia da leptospirose nos ratos estudados de 18,23% foi bastante semelhante
aos 20,6% obtidos em roedores silvestres no Chile**. Resultados distintos foram obtidos nos
Acores' e na India® com respectivamente 62,8% e 58% de roedores reagentes capturados em
diferentes ambientes, enquanto resultados altamente variados, de 2,3 a 80,6%, foram relatados
em roedores sinantrépicos em diferentes pontos do Japdo®*. A transmissdo de Leptospira spp
entre animais de vida livre (roedores) é dependente de fatores do meio ambiente,
principalmente temperatura e umidade, os quais favorecem a sobrevivéncia deste
microrganismo fora do corpo do hospedeiro e contribuem provavelmente para as diferencas
nas prevaléncias observadas nas diferentes regides citadas'". O conhecimento sobre a
transmissdo da Leptospira spp entre ratos € limitado, contudo existem evidéncias que

. . . < . . 16
associam alta densidade populacional de ratos a maiores taxas de portadores renais

resultando em uma maior taxa de transmissdo entre os animais'-.

Os 12,15% de ratos positivos na n-PCR realizada com os primers LipL32
confirmaram a presenca de leptospiras no tecido renal destes animais. Langoni et al*
utilizando a PCR com os primers LEP, ndo encontraram resultado positivo para Leptospira
spp nos rins de 45 R. rattus estudados. Isto pode ter sido relacionado ao local de captura dos
ratos na zona rural, onde a densidade populacional destes provavelmente € inferior a
verificada em centros urbanos. Além disso a sensibilidade da PCR pode variar por diversos
motivos, sendo um deles os primers selecionados.

Os primers utilizados no presente trabalho amplificam pela n-PCR um fragmento
altamente conservado de DNA que codifica a lipoproteina LipL32, considerada a maior
lipoproteina da membrana externa de leptospiras patogénicas de diferentes espécies
genOmicas e importante fator de viruléncia, sendo ausente em espécies nﬁo—patogénicaSZI.

Os 16/172 (9,3%) ratos sororeagentes detectados na SAM foram inferiores aos 17/56

(36,17%) encontrados em Duque de Caxias, Rio de Janeiro®®. Os locais descritos em Duque
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de Caxias apresentavam sérios problemas de saneamento basico, como despejo de esgoto em
valas a céu aberto, dreas sujeitas a inundacdo, sistema urbano de coleta de lixo inexistente,
acumulo de lixo em terrenos baldios e as margens de rios, condi¢des consideradas favordveis
a proliferacao de roedores da espécie Rattus norvegicus e também propicias a sobrevivéncia
das leptospiras no meio ambiente. No presente estudo, tais condi¢des ndo foram encontradas
nos locais de captura dos roedores, apesar dos locais de reciclagem de residuos soélidos e
ferros-velhos acumularem lixo e 4gua da chuva.

Entre os sorovares mais provaveis detectados nos ratos, o Pomona (3/16) foi o mais
freqiiente. Este sorovar tem sido descrito em estudos soroldgicos na regido norte do Parana
em outras espécies animais: eqiiinoslg, bovinos35, e cies™.

Em Duque de Caxias, Rio de Janeiro foi detectado o sorovar Icterohaemorrhagiae em
16 dos 17 R. norvegicus sororeagentes>®. Este sorovar é mantido principalmente pelo R.
norvegicus, o qual é encontrado com maior fregiiéncia em regides litordneas”. Neste trabalho,
os resultados sorologicos ndo demostraram o sorovar Icterohaemorrhagiae. A captura somente
da espécie R. rattus pode ter sido o fator responsdvel pela ndo deteccao deste sorovar na SAM
dos ratos estudados em Londrina.

Embora a soropositividade (12,3%) nos caes semidomiciliados tenha sido préxima a
soropositividade encontrada nos ratos (9,3%), ndo houve significincia estatistica entre esta
varidvel. Também ndo houve relacdo entre a prevaléncia dos sorovares mais provaveis
encontrados nos ratos e nos cdes. O sorovar Canicola foi considerado o mais provavel em
cinco dos sete caes sororeagentes. O cdo € o principal reservatério deste sorovar™ e é provével
que a transmissdo entre estes animais tenha sido por contato direto com outros cies ou de
modo indireto, principalmente pelo meio ambiente contaminado pela urina de caes portadores
renais. A enfermidade em cdes apresenta importante potencial zoonético em meio urbano,

. ~ . ~ Z . . 11
devido a manuteng@o da Leptospira spp por cades reservatorios neste meio .
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Entre os 33 ratos positivos na nested PCR e na SAM, somente cinco foram positivos
nas duas técnicas. Essa discrepancia entre resultados de técnicas diretas e indiretas tem sido
relatada® 7,

A presenca de animais portadores renais da Leptospira spp, sem a deteccdo de
anticorpos circulantes pode ser decorrente de infec¢gdes por sorovares nao incluidos na bateria
de antigenos utilizados na SAM, ou por uma alta adaptacdo do sorovar infectante ao
hospedeiro®.

Animais sororeagentes com auséncia de leptospiras no rim podem indicar anticorpos
residuais de uma infec¢do anterior por Leptospira spp, em condi¢do de portadores renais
temporarios®’. Altas doses de inéculo de leptospiras patogénicas sdo necessdrias para a
transmissdo ocorrer entre os roedores, pois inoculacdes com baixa dose infectante de
bactérias, poderiam levar a estimula¢do do sistema imune, sem contudo resultar na condi¢ao
de portador renal™.

As infecgOes transmitidas entre os roedores e animais domésticos € homem sdo
esporddicas, mas a alta densidade de roedores, ou alta prevaléncia de animais portadores
podem acarretar no aumento destas infecgéeszo. Tal fato € relevante, ja que os pontos de
coleta deste trabalho estavam situados na zona urbana e dez dos 37 locais selecionados
apresentavam residéncias junto aos pontos de coleta. A prevaléncia de ratos e de caes na SAM
e a presenca de ratos portadores renais de Leptospira spp patogénicas, indicaram a
possibilidade de transmissao dessa zoonose ao homem.

Os locais de coleta deste trabalho, caracterizados como locais de reciclagem de
residuos sélidos e ferros-velhos, provavelmente ofereceram condigdes favordveis para
proliferacdo da espécie R. rattus. A manutencdo deste ambiente propicio a proliferacido desta
populacdo, com conseqiiente aumento da densidade populacional poderd levar a um aumento

-

de animais portadores renais de Leptospira spp. E importante que se faca um
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acompanhamento permanente pelo servi¢o de vigilancia sanitdria municipal junto aos ferros-
velhos e locais de reciclagem de residuos sélidos para controle populacional destes ratos
urbanos e orientacdo dos trabalhadores para o uso de equipamentos de protec¢ao individual.
Para a avaliagcdo mais ampla da situacdo da leptospirose na cidade de Londrina, novos
estudos deverdo ser realizados a partir dos presentes dados, objetivando principalmente o

isolamento de estirpes de leptospiras.
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Tabela 1 —Sorovares mais provaveis de Leptospira spp e titulos detectados na prova de

soroaglutinacdo microscépica (SAM) em 16 Rattus rattus, capturados na area

urbana de Londrina — PR, no periodo de maio a dezembro de 2006.

Sorovar Titulo Total (n/%)
25 50 100 400

Pomona 0 0 2% 1 3(18,8)
Shermani 2 0 0 0 2 (12,6)
Tarassovi 2% 0 0 0 2 (12,6)
Castellonis 0 0 1* 0 1(6,2)
Copenhageni 0 0 1* 0 1(6,2)
Autumnalis 0 1 0 0 1(6,2)
Bratislava 0 1 0 0 1(6,2)
Sentot 1 0 0 0 1(6,2)
Hardjo 1 0 0 0 1(6,2)
Bataviae 1 0 0 0 1(6,2)
Coaglutinacao 2% 0 0 0 2(12,6)
TOTAL 9 2 4 1 16

% 56,3 12,5 25,0 6,2 100

* um animal positivo na n-PCR.
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Figura 1—Nested PCR para Leptospira spp patogé€nicas de amostras bioldgicas de rim de R.
rattus urbanos capturados em Londrina. Linha 1, 123 pb DNA Ladder (Invitrogen),
linha 2, produto da PCR do controle positivo com 264 pb; linha 3, produto
amplificado pela n-PCR do controle positivo com um fragmento de 183 pb, linhas 4,

7, 9 e 10, amostras de rim negativas na n-PCR, linhas 5, 6 e 8, amostras de rim

positivas na n-PCR e linha 11, controle negativo.
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4 CONCLUSOES

A prevaléncia da leptospirose nos ratos capturados nos locais de reciclagem de
residuos soélidos e ferros-velhos de Londrina, de maio a dezembro de 2006, foi

de 18,23% (33/181).

H4 necessidade de controle da populacdo de roedores nos locais de reciclagem

de residuos soélidos e ferros-velhos.

A nested-PCR confirmou a presenca de Leptospira spp patogénica nos rins dos

roedores da espécie Rattus rattus.

E necessdria a associagcdo de técnicas diretas e indiretas para o diagnéstico da

leptospirose em Rattus rattus.

Nao houve associacdo entre os sorovares de Leptospira spp observados na

SAM em ratos € em caes.
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ANEXO A — Aprovaciao no Comité de Etica em Experimentacao Animal




Universidade
=i2" Estadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAQ ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 57/2006 Lendrina, 30 de agosto de 2006.
Prezada Pesquisadora

O CEEA/UEL, reunido aos 22 de agosto do ano corrente, avaliou o projeto
de pesquisa intitulado "Pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondii, anti-Leptospira
sp, anti-Leishmania sp, endoparasitas, ectoparasitas ¢ hemoparasitas em roedores
urbanos capturados na cidade de Londrina-PR", registrado no CEEA sob o n° 28/06,
projeto- de Dissertagdo junto ao Programa de Pés-graduagio em Ciéneia Animal,
desenvolvido sob sua responsabilidade e orientagio. Esclarecido o aspecto metodolégico
solicitado, o projeto esta aprovado para execugio entendendo-se que os principios éticos
postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal estio respeitados.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

p " am-nt L(.’
Prof. Iy, Julip August8 Naylor Lisbda

Coordenador do CEEA/UEL

Ilma. Sra.

Profa. Dra. Roberta Lemos Freire

Coordenadora do Projeto

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias

Campus Universitario: Rodavia Celse Gureia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4000) - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP R6051-990 - Internet hutp:/wwrwoel be

LONDRINA - PARANA < BRASIL

Form. Codiga 11.764 - Formato A4 (210x297) .
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ANEXO B — Normas de Publicaciao do periddico Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical




Rev. Soc. Bras. Med. Trop. - Instrucdes aos autores Page 1 of 4
T} RevisTaDs INSTRUCOES ADS AUTORES

e Obijetivo e politica editorial
e Preparacdo de originais

ISSN 0037-8682 versdo
impressa
ISSN 1678-9849 versao on-line

Objetivo e politica editorial

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos relacionados as
doencas infecciosas e parasitarias, medicina preventiva, saude
publica e assuntos correlatos.

A revista tem periodicidade bimestral e aceitara trabalhos de
pesquisadores brasileiros ou estrangeiros desde que cbedegam as
normas e que sejam aprovados pelos relatores indicados pelos
Editores.

1. Além de Artigos, a revista publica Comunicagdes para a
divulgacdo de resultados de ensaios terapéuticos, notas prévias,
relatérios técnicos, relatos de casos, cartas ao editor, fatos
histéricos, resenhas bibliograficas e resumos de teses, Artigos de
revisdo e editoriais serdo publicados por solicitacdo do Corpo
Editorial.

2. Os trabalhos devem ser originais e inéditos, digitados em
espago duplo, deixando margem de 3 cm a esquerda e remetidos
em trés vias ao enderego abaixo, sendo uma a original. Apds
revisdo, pede-se que os trabalhos sejam enviados em disquete,
devidamente acompanhados de uma cOpia impressa da versdo
revisada.

Preparacéo de originais

3. Normas para enviar trabalhos, apés revisdo, em meio
eletrbnico; obedecer os seguintes requisitos:

a) podem ser utilizados disquetes MS-DOS
compativeis nos formatos 3 1/2" ou 5 1/4". Disquetes
de Macintosh no formato 3 1/2" também serdo
aceitos. Elimine dos disquetes todes os arquivos ndo
pertinentes ao artigo enviado. Escreva na etiqueta do
disquete: titulo do artigo, nome do autor, nome do
arquivo, editor de texto utilizado e nome dos arquivos
acessorios (folhas de estilos, graficos, tabelas etc);

b) envie artigos compativeis com os seguintes
processadores de texto: Word para Windows (vers&o
6.0 ou anterior), Word para Mac (versdo 6.0 ou
anterior), outros formatos podem ser aceitos
mediante consulta prévia. Nunca envie artigos em
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formato ASCII (s6 texto/"text only");

c) ao redigir o texto, o comando de retorno de linha
("Enter") deve ser utilizado exclusivamente no final
dos paragrafos. Njo adicione espagos extras ou "tabs"
ao texto para obter recuo da primeira linha ou
centralizacdo de titulos na pagina. Tampouco retornos
("enters") adicionais para espagar os paragrafos. Para
obter esses efeitos, utilize apenas os comandos de
formatagdo de paragrafo, disponiveis em todos os
editores de texto acima;

d) podem ser incluidas tabelas, desde que montadas
no préprio editor de texto. Observagdes e notas de
rodapé devem ser, preferencialmente, colocadas apds
o final do artigo, devidamente numeradas e
referenciadas;

e) ilustragBes, tabelas e graficos produzidos em
outros programas e "importados" para inclusdo no
texto devem ser enviados em arquivos anexos, em
formatos universais de facil compatibilidade (TIFF,
BMP, PICT, GIF etc). Evjte formatos ndo-padronizados
(EPS, WMF etc) e arquives que so podem ser abertos
por programas especificos. De qualquer forma, envie
sempre uma copia bem impressa do gréfico, tabela ou
ilustracdo para eventual reproducdo.

4. Os trabalhos devem ser redigidos preferencialmente em
portuguds, embora sejam também aceitos trabalhos em inglés e
espanhol. A linguagem deve ser clara e precisa, € o texto conciso
normalmente ndo uitrapassando 12 paginas digitadas para
Artigos e 6 para Comunicagges.

5. A seguinte sequiéncia deve ser cbservada:

a) titulo original e traduzido e nome dos autores em
letras mindsculas. No rodapé, instituigdo onde foi
realizado o trabalho, filiagdo dos autores, quando for
o caso, 6rgdo financiador e o enderego completo para
correspondéncia, inclusive telefone, fax e e-mail;

b) resumo: maximo de 150 palavras para os artigos
e 50 para as comunicagdes e relatos de casos. Deve
ser informativo e ndo indicativo, apresentando o
objetive do trabalho, como foi realizado, os resultados
alcancados e a conclusde. Ndo usar abreviaturas ou
citagOes bibliograficas. Citar 4 ou 5 palavras-chave,
que expressem com precisdo o conteludo do trabaiho;

c) abstract: inserido logo apds o resumo, deve ser a
traducdo fiel do mesmo, seguido pelas key-words;

d) introducgio: clara, objetiva, contendo informagOes
que justifiquem o trabalho, restringindo as citagbes ao
necessario;

e) material e métodos: descri¢do concisa, sem
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omitir o essencial para a compreensdo e reprodugdo
do trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos
devem ser referidos por citacdo;

f) resultados: sempre que necessario devem ser
acompanhados por tabelas, figuras ou outras
ilustracdes, auto-explicativas. Texto e documentagdo
devem ser complementares. Quando aplicdveis, os
dados deverdo ser submetidos a analise estatistica. O
contelido deve ser informativo, ndo interpretativo;

g) discussfo: limitar aos resultados obtidos e conter
somente as referéncias necessarias. O contetido deve
ser interpretativo e as hipdteses e especulacbes
formuladas com base nos achados;

h) agradecimentos: limitados ao indispensavel;

i) referéncias bibliograficas: digitadas em
minusculas, sem ponto entre as abreviaturas, em
espaco duplo, numeradas e organizadas em ordem
alfabética pelo Gltimo sobrenome do autor; citar todos
0s autores de cada referéncia. Quando houver mais
de uma citacdo do mesmo autor, seguir a ordem
cronolégica. As citagdes devem ser referidas no texto
pelos respectivos nimeros, acima da palavra
correspondente, sem virgula e sem parénteses; na
lista de referéncias, deve seguir o seguinte estilo e
pontuagao:

Artigos em periddicos (os titulos dos periédicos
devem aparecer por extenso):

Coura JR, Conceigdo MJ. Estudo comparativo dos
meétodos de Lutz, Kato e Sim&es Baarbosa no
diagnostico da esquistossomose mansoni. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 8:153-158,
1974,

Livros:

Chandra RK, Newberne PM. Nutrition, immunity and
infection: machanisms of interactions. Plenum, New
York, 1977.

Capitulos de livros:

Fulton JD. Diagnosis of protozoal diseases. In: Gell
PGH, Coombs RRA (ed) Clinical aspects of
immunology, 2nd edtition, Blackwell, Oxford, p.133-
136, 1968.

Resumos de congressos:

Daher RH, Almeida Netto JC, Pereira LIA. Disfungdo
hepatica na maldria grave. Estudo de 161 casos. In:

Resumos do XXXI Congresso da Sociedade Brasileira
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de Medicina Tropical, Brasilia p.16, 1995 .
Teses:

Tavares W. Contaminagéo do solo do Estado do Rio de
Janeiro pelo Clostridium tetani. Contribuigdo ao
conhecimento da distribuigdo natural do bacilo
tetdnico. Tese de Doutorado, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 1975.

Somente deverdo ser citados os trabalhos publicados. Dados ndo
publicados ou comunicagBes pessoais devem ser referidos no
texto da seguinte forma: (AB Figueiredo: comunicagdo pessoal,
1980) e (CD Dias, EF Oliveira: dados ndo publicados).

6. Tabelas: numeradas em algarismos arabicos e dotadas de
titulo descritivo conciso. Manter seu niimero ao minimo
necessario e lembrar gue tabelas muito grandes sao dificeis de
serem lidas. Devem ser digitadas em espaco duplo em folhas
separadas, sem linhas verticais e as unidades referidas no titulo
de cada coluna. Todos os dados das tabelas, inclusive o titulo,
devem ser em minusculas, exceto as siglas.

7. Ilustragtes: de boa qualidade e numeradas consecutivamente
em algarismos arabicos. Além das fotografias, os graficos,
quadros etc. devem ser referidos no texto como Figuras. Anotar
no verso com lapis o numero da figura e o nome do autor e
trabaiho. Listar as iegendas numeradas com os respectivos
simbolos e convencdes em folha separada e em espago duplo. O
nameroc de ilustragdes deve ser restrito ao minimo necessario.

8. Comité de ética: no trabalho de pesquisa envolvendo seres
humanos, devera constar o nome do Comité de Etica que o
aprovou.

9, Permissdo dos autores: anexar carta com o ciente de todos os
autores concordando com a publicagao.
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