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RESUMO 
 

SPOHR, K.A.H. Leptospirose em ratos urbanos de Londrina, Paraná. 63 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciência Animal, área de concentração em Sanidade Animal) – Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina. 2009.  
 
 

A leptospirose é uma zoonose endêmica, que afeta a população humana em escala mundial. A 

transmissão ocorre principalmente pelo contato com urina de roedores sinantrópicos 

infectados das espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus considerados 

reservatórios da Leptospira spp. No ambiente urbano, o cão é considerado um importante 

reservatório. A prova de referência no diagnóstico da infecção é a soroaglutinação 

microscópica (SAM). A técnica de PCR também pode ser utilizada, porém sua sensibilidade 

varia conforme protocolo, tipo de amostra biológica e primers utilizados. O presente trabalho 

teve por objetivo verificar a prevalência da leptospirose em 181 R. rattus capturados em 37 

locais de reciclagem de resíduos sólidos e ferros-velhos e em 57 cães comunicantes presentes 

em 25 pontos de captura na região urbana de Londrina – Paraná, de maio a dezembro de 2006. 

Amostras de soro dos ratos e cães 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 

o principal sorovar mais provável 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 prevalência geral da leptospirose nos ratos foi de 33/181 

(18,23%). Na população de cães, 7/57 (12,28%) apresentaram anticorpos antileptospiras na 

SAM, sendo o sorovar Canicola o principal sorovar detectado como mais provável. A 

infecção pela Leptospira spp nos roedores estudados indica o risco da transmissão da bactéria 

para a população humana nesta área urbana. 

 
Palavras-chave: Leptospira spp, diagnóstico, nested-PCR, Rattus rattus, área urbana



ABSTRACT 
 

Spohr, K.A.H. Leptospirosis in urban rats in Londrina, Paraná. 63 lvs. Dissertation 
(Master’s Degree in Animal Science, Animal Sanity area) – State University of Londrina, 
Londrina. 2009. 
 
 

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 – Paraná, 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. 

 
Key Words: Leptospira spp, diagnostic, nested-PCR, Rattus rattus, urban area 
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REVISÃO DE LITERATURA 

LEPTOSPIROSE EM ROEDORES SINANTRÓPICOS URBANOS 

Resumo: Os roedores sinantrópicos são responsáveis pela transmissão de diversas zoonoses 

ao homem na área urbana. A leptospirose é uma doença endêmica que afeta a população 

humana em escala mundial, tornando-se epidêmica no Brasil em períodos chuvosos, 

principalmente nas capitais e áreas metropolitanas. Os surtos epidêmicos da doença 

geralmente são associados a condições inadequadas de saneamento básico, e variações 

climáticas com quedas de chuvas intensas. A transmissão ocorre principalmente pelo contato 

com urina de roedores sinantrópicos infectados das espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus 

e Mus musculus considerados reservatórios da Leptospira spp. Sorovares adaptados podem 

infectar os rins de hospedeiros reservatórios e serem eliminados pela urina por longos 

períodos. A prova de referência no diagnóstico da infecção é a soroaglutinação microscópica 

(SAM). A técnica de PCR também pode ser utilizada, porém sua sensibilidade varia conforme 

protocolo, tipo de amostra biológica e primers utilizados. 

 

Palavras-chave: Leptospira spp, zoonose, zona urbana, roedores, diagnóstico. 
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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. 

 

Key-words: Leptospira spp, zoonosis, urban area, rodents, diagnostic 
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Introdução 

Os roedores sinantrópicos determinam grandes prejuízos econômicos na área rural, e 

são responsáveis pela transmissão de várias zoonoses ao homem na área urbana e rural, 

atuando como reservatório de importantes doenças como leptospirose, toxoplasmose, 

leishmaniose e algumas de etiologia viral09. 

A leptospirose foi considerada como doença infecciosa reemergente nos últimos anos 

da década de 1990, afetando a população humana em escala mundial05 49. É uma doença que 

pode ocorrer em qualquer época do ano, porém tem caráter sazonal e sua incidência é elevada 

em países de clima tropical e/ou subtropical, onde as elevadas temperaturas e os altos índices 

pluviométricos favorecem a sobrevivência do microrganismo19 29 38. 

No Brasil, dados do SINAN/SVS/MS44 informam 2490 casos de leptospirose no ano 

de 2008, com letalidade de 11,1%, casuística 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 óbito, perfazendo uma letalidade de 11,7% e uma média de 336 óbitos/ano10. Deste 

total de casos notificados, 77% foram hospitalizados e caracterizados como casos graves a 

moderados. A baixa quantidade de casos brandos notificados indica uma subnotificação pelo 

sistema público de saúde10. As taxas de incidência de leptospirose humana são subestimadas 

devido à falta de conhecimento da doença e do diagnóstico relativamente inacessível e 

demorado05.  
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Epidemiologia 

A leptospirose pode ocorrer tanto em área urbana quanto rural, sendo mais grave na 

área urbana. É uma doença endêmica no Brasil, tornando-se epidêmica em períodos chuvosos, 

principalmente nas capitais e áreas metropolitanas10.  

A ausência de levantamentos contínuos da doença no Brasil limita a formação de 

conclusões da doença no país38, contudo características climáticas e sociais de risco 

verificadas no surto epidêmico em Salvador em 1999, onde ocorreram 50 óbitos dos 326 

casos identificados, também ocorrem em todos os maiores centros urbanos no Brasil27. Os 

surtos epidêmicos da doença estão associados à aglomeração da população de baixa renda, às 

condições inadequadas de saneamento básico e às variações climáticas com incidência de 

chuvas intensas27. Estas condições somadas a enchentes, principalmente na área urbana, 

permitem a transmissão indireta de Leptospira pela água contaminada com urina de ratos 

infectados49. 

A Leptospira spp pode infectar cerca de 160 espécies de mamíferos domésticos e 

silvestres33, sendo que a inter-relação entre doença e os roedores foi confirmada por Ido no 

Japão em 191629. 

A transmissão ocorre de forma direta ou indireta nas diferentes espécies mamíferas. A 

forma direta ocorre através da transmissão transplacentária em infecções congênitas, contato 

sexual, leite de fêmeas infectadas, sangue de um animal em leptospiremia, ou urina de um 

portador renal e de forma indireta pela contaminação do meio ambiente com a urina de 

portadores renais19. As principais formas de transmissão da leptospirose para o homem são o 

contato com solo e água contaminados pela urina ou contato com tecidos de animais 

infectados, tendo como porta de entrada a conjuntiva ou pele lesionada, ou ainda pela 

mordedura de ratos40.  
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Os principais reservatórios urbanos das leptospiras são roedores sinantrópicos das 

espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus
10. Estes roedores podem ser uma 

fonte continua de infecção da Leptospira spp, pois ao se infectarem albergam a bactéria nos 

rins, eliminando-a viva no meio ambiente e contaminando água, solo e alimentos40. Vinetz49 

afirma que a diversidade de leptospiras varia conforme o ambiente, sendo determinada pela 

variedade de fauna mamífera. No ambiente urbano, ratos, camundongos e cães predominam 

como reservatórios.  

Historicamente, a espécie sinantrópica R. norvegicus é a mais importante para 

transmissão desta zoonose ao homem, e as espécies R. rattus e M. musculos teriam uma 

pequena contribuição na manutenção das leptospiras na natureza08. Entretanto em estudo 

realizado nas ilhas dos Açores 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 três 

espécies como hospedeiros naturais de importância no local de estudo15. 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), não 

sendo encontrada diferença estatística quanto a soroprevalência nas espécies47. 

Pesquisas realizadas em diferentes países demonstraram valores altos de prevalência 

da doença entre os roedores, encontrados tanto em zonas urbanas quanto rurais.  

Nas ilhas dos Açores, Portugal, no ano de 2000, taxa de 62,8% de positividade foi 

encontradaem 94 roedores sinantrópicos em diferentes pontos das ilhas, com predomínio das 

espécies M. domesticus (41/94) e R. rattus (49/94) e com um pequeno número de R. 

norvegicus (4/94). As taxas de positividade total obtidas na soroaglutinação microscópica 

(SAM) e cultura por espécie foram de 85,4%, 44,9% e 50% respectivamente16. 
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Na região de Madurai em 2007, na Índia, 58% dos R. rattus de campo capturados 

foram positivos na SAM. Destes animais sorologicamente positivivos foi possível isolar 

Leptospira spp do rim de 85,7% dos animais41. 

Altas variações nas taxas de infecção por Leptospira spp (2,3% a 80,6%) foram 

detectadas em ratos capturados em ilhas do Japão em diferentes regiões25. 

Dalu & Ferusu17 em 1997, realizando estudos em regiões rurais de duas cidades de 

Harare no Zimbabwe encontraram 62,5% de roedores positivos na SAM. Machangu et al32 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 Tanzânia. Esta prevalência baixa pode ter sido causada pela utilização de um número 

pequeno de sorovares que acarretou perda significativa da sensibilidade da prova, já que a 

resposta é sorogrupo específica06. 

No Chile, na área urbana de Valdívia em 1994, anticorpos antileptospiras foram 

detectados pela SAM em 12,2% de 131 roedores silvestres capturados. Aplicando a técnica de 

imunoperoxidase e imunofluorescência direta nos rins dos animais foram obtidos 13,7% de 

positividade, com 20,6% de positivos em pelo menos uma das técnicas sorológica ou 

histológica43. 

No Brasil, na cidade de São 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 diagnóstico direto como inoculação em cobaio, campo-escuro e 

cultura23. 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 renal4.  

No porto de Santos, estado de São Paulo, estudou-se a presença de Leptospira spp em 

rins de roedores sinantrópicos no ano de 1950 obtendo-se 6 animais portadores renais da 
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bactéria de 85 Rattus spp capturados21. Neste mesmo local, no ano de 1984, foram capturados 

116 roedores da espécie R. rattus, R. norvegicus e M. musculus. Destes, foi obtido 4 

isolamentos de Leptospira spp apartir dos rins20. 

Estudos sorológicos realizado pela SAM em regiões urbanas da cidade do Rio de 

Janeiro, com 101 R. norvegicus e três M. musculus em 1988 e em Duque de Caxias com 47 R. 

norvegicus em 1993, detectaram respectivamente 39%39 e 36,17%31 de positividade.  

Sorovares e infecção 

Espécies de ratos do gênero Rattus são os principais reservatórios dos sorovares 

Icterohaemorrhagiae e Copenhageni e espécies de camundongos do gênero Mus dos sorovares 

Ballum, Arborea e Bim, sendo demonstrado que um hospedeiro de manutenção pode abrigar 

diferentes sorovares em regiões geográficas distintas05. Collares-Pereira e colaboradores15 

isolaram com maior freqüência 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 e R. norvegicus, 47 foram 

classificados como sorovar Icterohaemorrhagiae e oito pertenciam a uma nova espécie de 

Leptospira spp, com características antigênicas diferentes, contudo extremamente 

semelhantes a dois isolados humanos do mesmo estudo34. Na Índia, foram isoladas de 

R.rattus, seis estirpes patogênicas identificadas como Autumnalis (5/6) e Javanica (1/6)41. 

A adaptabilidade do sorovar ao hospedeiro reservatório permite a infecção e 

sobrevivência das leptospiras no rim do mamífero por toda sua vida, o que possibilita a 

eliminação do microrganismo pela urina19.  

Athanazio et al01, estudando a relação de um sorovar com seu reservatório, inocularam 

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

leptospiremia havia rápida disseminação, sendo seguida do acúmulo de leptospiras no lúmen 
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dos túbulos proximais do rim. Verificaram nove dias pós infecção, que a bactéria estava 

ausente em todos os outros tecidos, sugerindo que a rápida disseminação é seguida da 

sobrevivência seletiva e proliferação no rim. A disseminação generalizada, seguida em um 

curto período da ausência das leptospiras em todos os tecidos exceto o rim, sugere que este 

órgão é um sítio de proteção imune e não exatamente um tecido com tropismo. As leptospiras 

nos rins estariam protegidas da ação dos anticorpos formados pelo sistema imune no começo 

da infecção. 

Diagnóstico 

O diagnóstico da leptospirose pode ser realizado por técnicas diretas e indiretas, 

contudo todas apresentam vantagens de desvantagens19. 

Dentre as técnicas indiretas utilizadas, a SAM que utiliza antígenos vivos e apresenta 

grande sensibilidade é a mais rotineiramente empregada em todo o mundo. É uma técnica que 

detecta anticorpos no soro contra os antígenos de superfície da leptospira29. A desvantagem é 

que pode apresentar reações cruzadas entre sorovares e não ser capaz de caracterizar a 

infecção no início da fase aguda da doença pela ausência de anticorpos06, contudo pode 

indicar infecções que ocorreram sem que o hospedeiro tenha se tornado portador renal da 

bactéria43. Bolin06 sugeriu o emprego do maior número possível de sorovares de referência e 

amostras de isolados locais para aumentar a sensibilidade da SAM, entretando embora a 

resposta do hospedeiro seja sorovar específica, a capacidade da SAM de predizer o sorogrupo 

infectante é menor que 40%46. 

A resposta imune induzida pelas leptospiras é de curta duração, e varia de acordo com 

a espécie infectada e sorovar infectante, indicando que a avaliação somente de resultados 

sorológicos não são esclarecedores quando avaliados isoladamente. A ausência de anticorpos 

não elimina a condição de portador renal observada no animal reservatório13. O fato das 
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leptospiras estarem protegidas do sistema imune nos rins e poderem infectar este órgão por 

toda a vida do roedor, torna fundamental o isolamento ou detecção do microrganismo para 

avaliação da importância do roedor na cadeia epidemiológica local de transmissão da 

doença28. 

A visualização direta de leptospiras em microscópio de campo escuro em amostras 

como a urina é pouco utilizada devido a sua baixa sensibilidade, eliminação intermitente do 

agente na urina e necessidade de um profissional com experiência29. 

O isolamento da Leptospira spp é considerado a técnica definitiva no diagnóstico da 

leptospirose, proporcionando a identificação do sorovar infectante. A desvantagem é que o 

isolamento do agente é bastante difícil, é uma técnica laboriosa e que necessita de um 

acompanhamento semanal, podendo levar meses para apresentar qualquer crescimento. Por 

estes motivos poucos laboratórios fazem uso desta técnica, sendo muito pouco utilizada para a 

rotina diagnóstica, porém é de suma importância em estudos epidemiológicos e profiláticos da 

infecção29. 

Em roedores sinantrópicos, grande parte dos estudos de leptospiras são relativamente 

antigos, e poucos são os que utilizaram a técnica de reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

para a detecção da bactéria02 25 28 45. 

A PCR tem apresentado crescente utilização para o diagnóstico precoce da doença, 

apresentando alta sensibilidade e especificidade. O uso de protocolos cada vez mais sensíveis 

detecta e amplifica quantidades cada vez menores do DNA do microrganismo nas mais 

variadas amostras biológicas como soro sanguíneo11, fragmentos de órgãos12 e urina03. Para a 

detecção de Leptospira spp em fragmentos de órgãos post-mortem, a técnica de maior 

sensibilidade é a PCR12.  

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

envolvido, porém este dado apresenta maior valor epidemiológico do que propriamente no 
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diagnóstico30. Outro incoveniente é que a sensibilidade da PCR pode variar de acordo com os 

primers utilizados, a padronização dos reagentes, do protocolo de amplificação, seleção do 

material biológico, forma de conservação e tempo de estocagem da amostra, uma vez que o 

DNA pode ser facilmente degradado48. 

Diversos primers tem sido empregados no diagnóstico da leptospirose, com 

sensibilidade e especificidade variadas 03 07 18 22 24 26 35 37 42. Palaniappan et al37, desenvolveram 

o par de primers Lig1 e Lig2 que amplificam um fragmento de 468 pb da região amino-

terminal dos genes ligA e ligB da Leptospira spp é um dos que mais se destaca. O gene lig é 

um fator de virulência encontrado apenas em leptospiras patogênicas36. Quando compararado 

a primers previamente descritos, os primers Lig1 e Lig2 apresentaram-se mais sensíveis que 

os demais, amplificando menores quantidades de DNA por amostra e não detectando a forma 

não patogênica do agente, contudo foram testados com sorovares da espécie genômica L. 

interrogans
37. Na avaliação de diferentes espécies genômicas patogênicas de Leptospira spp, 

foi constatado que nem todas as espécies patogênicas possuem o gene lig completo, o que 

pode influenciar a sua detecção por primers específicos para esse gene14. 

Os oligonucleotídeos iniciadores descritos por Jouglard et al24 amplificam pela nested-

PCR um fragmento altamente conservado de DNA que codifica a lipoproteína LipL32, 

considerada a maior lipoproteína da membrana externa de leptospiras patogênicas e 

importante fator de virulência, que está ausente em espécies não-patogênicas. A nested-PCR 

apresenta ótima sensibilidade, e foi testada frente a diferentes espécies genômicas 

patogênicas, diferentemente do estudo de Palaniappan et al37. 
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2. OBJETIVOS 
 

 
2.1. Objetivo geral 
 

• Determinar a prevalência da leptospirose em roedores sinantrópicos urbanos 

capturados em locais de reciclagem de resíduos sólidos e ferros-velhos em 

Londrina – PR; 

 
 
2.2. Objetivos específicos 

• Utilizar uma técnica de nested-PCR para detecção da Leptospira spp patogênicas 

em amostras de rins ratos; 

• Detectar anticorpos antileptospíricos em amostras de soro de ratos e cães 

comunicantes dos locais de reciclagem. 
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3.1. PREVALÊNCIA DA LEPTOSPIROSE EM RATOS URBANOS 
CAPTURADOS EM LONDRINA, PARANÁ. 
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PREVALÊNCIA DA LEPTOSPIROSE EM RATOS URBANOS CAPTURADOS EM 

LONDRINA, PARANÁ. 

 

Resumo: A leptospirose é uma das zoonoses de maior distribuição no mundo, as diversas 

espécies de ratos são fontes de infecção de importância da doença endêmica. O presente 

trabalho teve por objetivo verificar a prevalência da leptospirose em 181 Rattus rattus 

capturados em locais de reciclagem de resíduos sólidos e ferros-velhos e 57 cães 

comunicantes na região urbana de Londrina – Paraná. A prevalência da leptospirose nos ratos 

foi de 33/181 (18,23%). Das amostras de ratos, os soros de 16/172 (9,3 %) foram reagentes na 

soroaglutinação microscópica (SAM), o sorovar mais provável foi o Pomona. As amostras de 

rim, 22/181 (12,15%) foram positivas na nested-PCR. Na população de cães,  o soro de 7/57 

(12,28%) apresentaram anticorpos antileptospiras na SAM, o sorovar Canicola o sorovar 

detectado como mais provável. A infecção pela Leptospira spp nos roedores estudados indica 

o risco da transmissão da bactéria para a população humana nesta área urbana. 

 

Palavras-chave: Leptospira spp, Rattus rattus, zoonose, nested-PCR, soroaglutinação 

microscópica. 
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PREVALENCE OF LEPTOSPIROSIS IN URBAN RATS CAPTURED IN 

LONDRINA, PARANÁ. 

 

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 – Paraná. 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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Introdução 

A leptospirose é uma das zoonoses de maior distribuição no mundo, é causada por 

bactérias do gênero Leptospira
17, pode ocorrer em cerca de 160 espécies de mamíferos 

domésticos e silvestres27. A presença abundante de espécies de roedores ou pequenos 

mamíferos susceptíveis à infecção por leptospiras pode ser um indicador do potencial de 

transmissão da Leptospira spp para o homem e animais domésticos38. 

Os ratos são reconhecidos como reservatórios crônicos assintomáticos de Leptospira 

spp especialmente de alguns sorovares16. Existem três espécies de roedores distribuídas 

mundialmente e comumente associadas com a infecção leptospírica: Mus musculus (rato de 

casa); Rattus norvegicus (rato marrom) e Rattus rattus (rato preto). Várias taxas de infecção e 

soropositividade (2,3 a 80,6%) têm sido descritas para estes roedores em diversos países, 

variando conforme características ecológicas e teste o diagnóstico utilizado05 13 24 34 39. As 

espécies de ratos são fontes de infecção de importância da leptospirose endêmica para 

humanos e animais domésticos como o cão, especialmente no ambiente urbano em todo o 

mundo06 36. 

O diagnóstico da leptospirose é baseado geralmente na demonstração de anticorpos no 

soro sanguíneo pela soroaglutinação microscópica (SAM), prova de referência29. Entretanto 

resultados sorológicos negativos não excluem a possibilidade do animal ser um portador 

renal24. 

Técnicas de PCR, de alta sensibilidade, tem sido descritas para detecção de leptospiras 

em diferentes amostras biológicas animais e humanas, utilizando-se diferentes primers, 

protocolos de extração de amostras e condições de amplificação08 10 15 18 21 23 28 30 33. 
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Embora a leptospirose seja considerada uma doença endêmica no Brasil e de sérios 

riscos a saúde pública17, as pesquisas com esta bactéria em roedores de zona urbana ainda são 

escassas no país. 

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

roedores urbanos em Londrina – Paraná, e cães comunicantes. 

Material e Métodos 

Local de coleta e população estudada 

Os pontos de coleta de dados e animais foram os locais de reciclagem de resíduos 

sólidos e ferros-velhos existentes nas cinco regiões (Norte, Sul, Leste, Oeste e Central) da 

cidade de Londrina – PR, tendo como ponto de referência o entorno das Unidades Básicas de 

Saúde (UBS) das respectivas regiões, contemplando 37 pontos de captura de roedores. Nos 

pontos de captura de ratos, com presença de cães comunicantes, foi efetuada a coleta de 

amostras biológicas dos mesmos. 

O tamanho da amostra de ratos urbanos foi calculado para uma população infinita,  

nível de significância de 5%, prevalência estimada de 50% e precisão de 7,5%, cálculo 

efetuado pelo programa EPI 614 ,  resultando em 171 animais. 

A captura e coleta de amostras biológicas de ratos e cães foi realizada no período de 

Maio a Dezembro de 2006. 

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

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Londrina – PR. 

Coleta de amostras biológicas 

Os ratos capturados foram identificados quanto à espécie09, submetidos à anestesia 

com éter etílico para coleta de sangue do plexo braquial, em seguida foi realizada a eutanásia 

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 obtenção do soro, e 

aliqüotadas em eppendorf®. Amostras de soro e rim foram estocadas a -20°C até sua 

utilização. 

Os cães comunicantes foram submetidos somente à coleta de sangue por punção da 

veia cefálica ou jugular com seringa e agulha 25x7 estéreis. Para a obtenção e estocagem do 

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

Soroaglutinação Microscópica (SAM) 

Para detectar anticorpos contra Leptospira spp, os soros dos ratos e dos cães foram 

submetidos à prova de soroaglutinação microscópica (SAM), com antígenos vivos16. Foram 

utilizados 23 sorovares de referência: 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 antígenos foram mantidos a 28ºC por 5 a 10 

dias em meio EMJH (DIFCO®-USA) modificado pela adição de soro de coelho02. Para as 

amostras de soro dos ratos foi utilizada a diluição de 1:25 como ponto de corte34 enquanto 

para as amostras de cães a diluição 1:10016. 

Foram considerados reagentes os soros que apresentaram pelo menos 50% das 

leptospiras aglutinadas. As amostras reagentes foram diluídas geometricamente na razão dois 

para determinação da diluição máxima positiva. A análise dos resultados considerou como 

sorovar mais provável aquele que apresentou maior título40. Os soros que apresentaram co-

aglutinação na maior diluição foram considerados apenas reagentes para Leptospira spp01. 

Extração do ácido 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 extração. 
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A extração do DNA da leptospira foi realizada em 300 µL do sobrenadante do pool de 

rins como descrito na técnica da sílica/isotiocianato de guanidina07. Amostras de controle 

negativo (água ultrapura autoclavada) e amostra de controle positivo, isolado local (Londrina 

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

PCR e Nested PCR 

Para a realização da PCR foram utilizados os primers lipL32 F: 5’ 

CGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGT 3’  e lipL32 R: 5’ CTCACCGATTTCGCCTGTTGGG 

3’, desenhados para amplificar um produto de 264 pb entre as posições 73 e 336 da região 

codificadora da lipL32. A nested PCR (n-PCR) foi realizada utilizando os primers lipL32 R1: 

5’ CTCCCATTTCAGCGATTACGG 3’ e lipL32 F2: 5’ 

TTCTGAGCGAGGACACAATCCC 3’, que amplifica um produto de 183 pb da primeira 

amplificação21. A técnica de PCR e n- PCR foi realizada conforme Jouglard et al21. As 

reações 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 etídeo (0,5 µg/mL), em tampão TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89 mM ácido bórico; 2 

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

Análise estatística  

Os resultados sorológicos e de n-PCR em ratos e sorológicos em cães comunicantes 

foram tabulados utilizando-se o pacote estatístico EPI 6. Foram realizados os cálculos 

percentuais e verificada a associação entre a variável detecção da leptospirose em ratos e em 

cães por meio do teste de qui-quadrado, admitindo-se o nível de significância 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 presença de 57 cães comunicantes, obtendo-se amostras de soro de todos eles. 

A prevalência 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 possível determinar o sorovar mais provável e em duas amostras houve coaglutinação na 

diluição 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 cães, sete (12,28%) foram reagentes na SAM. Os 

sorovares mais prováveis foram Canicola em cinco amostras (duas amostras com titulo de 

100, uma amostra com 200 e duas 400), Pomona em uma (título de 1600), e Castellonis em 

uma (título de 100). 

A análise da associação entre ratos e cães positivos para Leptospira spp não 

apresentou significância estatística (p=0,05). 

Discussão 

No Brasil, poucos são os estudos atuais de prevalência da leptospirose em ratos 

urbanos. Aqueles existentes não contemplam a real freqüência da enfermidade nestes animais 

devido à ausência de planejamento amostral. 
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A prevalência da leptospirose nos ratos estudados de 18,23% foi bastante semelhante 

aos 20,6% obtidos em roedores silvestres no Chile34. Resultados distintos foram obtidos nos 

Açores13 e na Índia31 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 sinantrópicos em diferentes pontos do Japão22. A transmissão de Leptospira spp 

entre animais de vida livre (roedores) é dependente de fatores do meio ambiente, 

principalmente temperatura e umidade, os quais favorecem a sobrevivência deste 

microrganismo fora do corpo do hospedeiro e contribuem provavelmente para as diferenças 

nas prevalências observadas nas diferentes regiões citadas13. O conhecimento sobre a 

transmissão da Leptospira spp entre ratos é limitado, contudo existem evidências que 

associam alta densidade populacional de ratos à maiores taxas de portadores renais16 

resultando em uma maior taxa de transmissão entre os animais12. 

Os 12,15% de ratos positivos na n-PCR realizada com os primers LipL32 

confirmaram a presença de leptospiras no tecido renal destes animais. Langoni et al24 

utilizando a PCR com os primers LEP, não 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 é 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 lipoproteína LipL32, considerada a maior 

lipoproteína da membrana externa de leptospiras patogênicas de diferentes espécies 

genômicas e importante fator de virulência, sendo ausente em espécies não-patogênicas21. 

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

(36,17%) encontrados em Duque de Caxias, Rio de Janeiro26. Os locais descritos em Duque 
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de Caxias apresentavam sérios problemas de saneamento básico, como despejo de esgoto em 

valas a céu aberto, áreas sujeitas à inundação, sistema urbano de coleta de lixo inexistente, 

acúmulo de lixo em terrenos baldios e às margens de rios, condições consideradas favoráveis 

a proliferação de roedores da espécie Rattus norvegicus e também propícias à sobrevivência 

das leptospiras no meio ambiente. No presente estudo, tais condições não foram encontradas 

nos locais de captura dos roedores, apesar dos locais de reciclagem de resíduos sólidos e 

ferros-velhos acumularem lixo e água da chuva. 

Entre os sorovares mais prováveis detectados nos ratos, o Pomona (3/16) foi o mais 

freqüente. Este sorovar tem sido descrito em estudos sorológicos na região norte do Paraná 

em outras espécies animais: eqüinos19, bovinos35, e cães32. 

Em Duque de Caxias, Rio de Janeiro foi detectado o sorovar Icterohaemorrhagiae em 

16 dos 17 R. norvegicus sororeagentes26. Este sorovar é mantido principalmente pelo R. 

norvegicus, o qual é encontrado com maior freqüência em regiões litorâneas09. Neste trabalho, 

os resultados sorológicos não demostraram o sorovar Icterohaemorrhagiae. A captura somente 

da espécie R. rattus pode ter sido o fator responsável pela não detecção deste sorovar na SAM 

dos ratos estudados em Londrina.  

Embora a soropositividade (12,3%) nos cães semidomiciliados tenha sido próxima à 

soropositividade encontrada nos ratos (9,3%), não houve significância estatística entre esta 

variável. Também não houve relação entre a prevalência dos sorovares mais prováveis 

encontrados nos ratos e nos cães. O sorovar Canicola foi considerado o mais provável em 

cinco dos sete cães sororeagentes. O cão é o principal reservatório deste sorovar25 e é provável 

que a transmissão entre estes animais tenha sido por contato direto com outros cães ou de 

modo indireto, principalmente pelo meio ambiente contaminado pela urina de cães portadores 

renais. A enfermidade em cães apresenta importante potencial zoonótico em meio urbano, 

devido a manutenção da Leptospira spp por cães reservatórios neste meio11. 
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Entre os 33 ratos positivos na nested PCR e na SAM, somente cinco foram positivos 

nas duas técnicas. Essa discrepância entre resultados de técnicas diretas e indiretas tem sido 

relatada05 34 39. 

A presença de animais portadores renais da Leptospira spp, sem a detecção de 

anticorpos circulantes pode ser decorrente de infecções por sorovares não incluídos na bateria 

de antígenos utilizados na SAM, ou por uma alta adaptação do sorovar infectante ao 

hospedeiro25. 

Animais sororeagentes com ausência de leptospiras no rim podem indicar anticorpos 

residuais de uma infecção anterior por Leptospira spp, em condição de portadores renais 

temporários37. Altas doses de inóculo de leptospiras patogênicas são necessárias para a 

transmissão ocorrer entre os roedores, pois inoculações com baixa dose infectante de 

bactérias, poderiam levar a estimulação do sistema imune, sem contudo resultar na condição 

de portador renal04. 

As infecções transmitidas entre os roedores e animais domésticos e homem são 

esporádicas, mas a alta densidade de roedores, ou alta prevalência de animais portadores 

podem acarretar no aumento destas infecções20. Tal fato é relevante, já que os pontos de 

coleta deste trabalho estavam situados na zona urbana e dez dos 37 locais selecionados 

apresentavam residências junto aos pontos de coleta. A prevalência de ratos e de cães na SAM 

e a presença de ratos portadores renais de Leptospira spp patogênicas, indicaram a 

possibilidade de transmissão dessa zoonose ao homem. 

Os locais de coleta deste trabalho, caracterizados como locais de reciclagem de 

resíduos sólidos e ferros-velhos, provavelmente ofereceram condições favoráveis para 

proliferação da espécie R. rattus. A manutenção deste ambiente propício à proliferação desta 

população, com conseqüente aumento da densidade populacional poderá levar a um aumento 

de animais portadores renais de Leptospira spp. É importante que se faça um 
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acompanhamento permanente pelo serviço de vigilância sanitária municipal junto aos ferros-

velhos e locais de reciclagem de resíduos sólidos para controle populacional destes ratos 

urbanos e orientação dos trabalhadores para o uso de equipamentos de proteção individual. 

Para a avaliação mais ampla da situação da leptospirose na cidade de Londrina, novos 

estudos deverão ser realizados a partir dos presentes dados, objetivando principalmente o 

isolamento de estirpes de leptospiras. 
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Tabela 1. Sorovares mais prováveis de Leptospira spp e títulos detectados na prova de 

soroaglutinação microscópica (SAM) em 16 Rattus rattus, capturados na área 

urbana de Londrina – PR, no período de maio a dezembro de 2006. 

Sorovar Título 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) 

Coaglutinação 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 patogênicas de amostras biológicas 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. CONCLUSÕES 

 

• A prevalência da leptospirose nos ratos capturados nos locais de reciclagem de 

resíduos sólidos e ferros-velhos de Londrina, de maio a dezembro de 2006, foi 

de 18,23% (33/181). 

 

• Há necessidade de controle da população de roedores nos locais de reciclagem 

de resíduos sólidos e ferros-velhos. 

  

• A nested-PCR confirmou a presença de Leptospira spp patogênica nos rins dos 

roedores da espécie Rattus rattus. 

 

• É necessária a associação de técnicas diretas e indiretas para o diagnóstico da 

leptospirose em Rattus rattus. 

 

• Não houve associação entre os sorovares de Leptospira spp observados na 

SAM em ratos e em cães.  
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