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RE5UM0: C o m  o o b j e t i v o  de e s t u d a r  c o m p a 
r a t i v a m e n t e  os m é t o d o s  de i s o l a m e n t o  de 
l e p t o s p i r a s ,  a t r a v é s  das t é c n i c a s  da 
p i p e t a  P a s t e u r  e a das d i l u i ç õ e s  s e r i a 
das, em m e i o  de c u l t u r a  de F l e t c h e r  
t r a t a d o  c o m  os a n t i m i c r o b i a n o s  5 - f l u o r -  
u r a c i l  ( 5 -FU) na c o n c e n t r a ç ã o  de 100 
m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o  ou o s u l f a t o  
de n e o m i c i n a  na c o n c e n t r a ç ã o  de 2 ,5 
m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o ,  f o r a m  e x a m i 
n a d o s  60 p a r e s  de rins o b t i d o s  de 
h a m s t e r s  jovens, e x p e r i m e n t a l m e n t e  ino-

c u l a d o s  c o m  e s t i r p e s  v i r u l e n t a s  de L e p 
t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a .  Os 
t r i n t a  a n i m a i s  do g r u p o  “A" f o r a m  inoc u -  
lados c o m  uma e s t i r p e  que a p r e s e n t a v a  33 
p a s s a g e n s  em h a m s t e r s .  0  g ru p o  " B“ foi 
c o n s t i t u í d o  por o u t r o s  t r i n t a  a n i m a i s  
i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  que c o n t e m p l a v a  
a p e n a s  dua s  p a s s a g e n s  em h a m s t e r s .  
D e c o r r i d o s  três a sete d i a s  da i n o c u l a -  
çâo, t o dos os a n i m a i s  v i e r a m  a ó b i t o  ou 
f o r a m  s a c r i f i c a d o s  em e s t a d o  a g â n i c o .  
N e s t a  o p o r t u n i d a d e ,  a e x i s t ê n c i a  de 
l e p t o s p i r a s  em todos os rins p r o c e s s a d o s  
foi c o n f i r m a d a  por p e l o  m e n o s  um de três 
m é t o d o s  u t i l i z a d o s  p a r a  a v i s u a l i z a ç ã o  
do a g e n t e :  e x a m e  d i r e t o  em m i c r o s c o p i a  
de c a m p o  e s c u r o ,  c o l o r a ç ã o  de L e v a d i t i ,  
e a r e a ç ã o  de i r a u n o f l u o r e s c ê n c i a  d i r eta. 
S e g u n d o  e st a s  t é c n i c a s ,  os m a t e r i a i s  
p r o v e n i e n t e s  do g r u p o  "A" f o r a m  c a r a c t e 
r i z a d o s  c o m o  a p r e s e n t a n d o  m a i o r  r i q u e z a  
em l e p t o s p i r a s  do que a q u e l e s  o r i g i n á 
rios do g r u p o  “B". Os r e s u l t a d o s  das 
p r o v a s  c u l t u r a i s  v a r i a r a m  c o n f o r m e  a 
e s t i r p e  de L e p t o s p i r a  u t i l i z a d a .  P a r a  o 
g r u p o  "A" o m é t o d o  de i s o l a m e n t o  mais 
s e n s í v e l  foi a t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  
s e r i a d a s  em m e i o  t r a t a d o  c om o 5-FU. 
P a r a  o g r u p a  "B" as d i f e r e n ç a s  o b s e r v a 
das e n t r e  as t é c n i c a s  e n s a i a d a s  f o r a m  
d e s p r o v i d a s  de v a l o r  e s t a t í s t i c o  ao 
n i v e l  de s i gn i f i c ânc i a a d o t a d o  ( a. =
0 , 05), no e n t a n t o ,  o m e i o  t r a t a d o  c o m  o 
5 - F U  foi o que a p r e s e n t o u  o m e l h o r  c o m 
p o r t a m e n t o :  p < 0 , 001 e p = 0,024, 
r e s p e c t i v a m e n t e  p a r a  as t é c n i c a s  da 
p i p e t a  P a s t e u r  e a das d i l u i ç õ e s  s e r i a 
das.

U NITERM05: L e p s t o p i r a  p o m o n a ,  i s o l a m e n 
to: T e c i d o  renal: A n t i m i c r o -  
b i a n o s :  F l u o r a c i l a ;  N e o m i c i 
na; H a m s t e r s

I N T R O D U Ç Ã O

0  d i a g n ó s t i c o  l a b o r a t o r i a l  da Lep- 
t o s p i r o s e  tem por o b j e t i v o  o a t e n d i m e n t o  
de três q u e s t õ e s  f u n d a m e n t a i s :  a p r i m e i 
ra é a de c o n f i r m a r  ou não a s u s p e i t a  
c l i n i c a  do caso; a s e g u n d a  é a de que 
tal c o n f i r m a ç ã o  se e s t a b e l e ç a  o mais 
r á p i d o  p o s s i v e l ,  a f i m  de o r i e n t a r  a 
t e r a p i a  e s p e c i f i c a  do p a c i e n t e  c o m p r o m e 
tido e a t e r c e i r a  é a da i d e n t i f i c a ç ã o  
do s o r o t i p o  de l e p t o s p i r a  e n v o l v i d o  (3).

5e as d uas p r i m e i r a s  q u e s t õ e s ,  
a n t e r i o r m e n t e  c i t a d a s ,  p o d e m  ser e s c l a 
r e c i d a s  c om o e m p r e g o  de p r o v a s  s o r o l ó -  
gica s ,  e nt r e  as q u a i s  se d e s t a c a  a r e a 
ção de soro - ag l u t i n a ç ã o  m i c r o s c ó p i c a  (7,

* Dissertação de Mestrado apresentada à Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnida da 
Universidade de SSo Paulo.



222 PASSOS. E.C. et alii
Isolamento de leptospiras a partir do tecido renal de hamsters experimentalmente intectados

25) ou mesmo através de métodos que 
p e r m i t a m  a v i s u a l i z a ç ã o  do agente etio- 
lógico, tais como a mi'croscopia de campo 
escuro (7, 25, 30), as técnicas de c o l o 
ração por sais de prata (7,25) e i n c l u 
sive a reação de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  
direta (7, 30), a terceira ques tão  só 
poderá ser e sc l a r e c i d a  através do i s o l a 
mento do agente em meio de cult ura  ou 
por inocul açã o em a n imai s de l a b o r a t ó 
rio, com a sua po s t e r i or  tipificação, 
segundo métod os i m u n ol òg i c o s  (7, 13, 
25) .

0 c o m p l e x i d a d e  e o custo dos m é t o 
dos de i s ola men to de pa t ô g en os  em s i s t e 
mas b i o l ó g i c o s  r e pr e s e n t ad os  por animais 
de l ab ora tór io têm e s t im u l a d o  o d e s e n 
v ol vi me n t o  de técnicas que p e r m i t a m  a 
r ep li c a ç ã o de m i c r o r g a n i s m o s  em meios de 
c ul tur a artif ici ais . Tal conduta, além 
de ser mais ec onômica, è m uito  mais 
estável do que o uso do animal de l a b o 
ratório (7, 13).

□ e fato, na l e p t o s p i r o s e  , as provas 
diret as de i sola men to do agente, em meio 
de cultura, a s s u m em  uma grande i m p o r t â n 
cia e p i d e m i o l ó g i c a  e têm sido objeto de 
p r e o c u p a ç ã o  de n u m e ro so s  p e s q u i s a d o r e s  
(2, 17, 22, 31); no entanto, ainda não 
foi e n c o n t r a d o  um p r o c e d i m e n t o  ou uma 
c o m b i n a ç ã o  de p r o c e d i m e n t o s  que consiga 
reunir as c a r a c t e r í s t i c a s  de s e n s i b i l i 
dade, e s p e ci fi c i d a d e,  f a c i li da d e  de 
ap l i c aç ão  e custos desejad os,  p a r t i c u 
larmente para os p r o g r a m a s m ass ais  que 
e n v o l v a m  o exame de g ran des  q ua n t i d a d e s  
de materia is.

P p ri nc ipa l d i f i c u l d a d e  o bs e r v a d a 
nas técnicas d i s p o n ív ei s  para o i s o l a 
mento de leptospiras, a partir da i n o c u 
lação de m a t e r i a i s sus pei tos  em meios de 
cultura, é a p res en ça  de m i c r o r g a n i s m o s  
c o n t a m i n a n t e s  (14, 19, 20, 27). Tais 
m i c r o r g a n i s m o s , f re q ü e n t em en t e ,  são de 
rápido c r e s c i m e n t o  e, durant e o seu 
d e s e n v ol v i m e n t o ,  a ca b a m  por alterar o 
meio de cultura, i mp ed ind o com isto, a 
m u l t i p l i c a ç ã o  das l ept ospiras, cujo p e 
ríodo de g era ção  é r e l a t iv a m e n t e  longo 
com, e xtr emo s de sete a 12 horas (13).

0 c ont rol e da c o n t a m i n a ç ã o  dos 
inóculos su speitos de conter leptospiras 
tem sido tentado pela técnica das d i l u i 
ções seriadas, por p r oc e s s o s  de filtra- 
ção através de filtros inertes ou b i o 
lógicos (25), bem como pelo empre go de 
meios de cultur a seletivos, obtido s pela 
in cor p o r aç ão  aos meios básicos, de 
su b s t ân ci a s  com ação a n t i m i c r o b i a n a  que 
devem inibir o c r e s c i m e n t o  dos m i c r o rg a- 
nismos in des e j á ve is  e i nt erf eri r o m í 
nimo po ssível sobre o d e s e n v o l v i m e n t o  
das lep tos pir as (3, 14, 19, 20, 27). 
Entre os a n t i m i c r o b i a n o s  mais estudos, 
em termos de meios de c ultu ra s eletivos 
para leptospiras, d e s ta c a m - s e  o 5 -fl uo r -  
uracil (14) e o sulfa to de n e o mi ci n a  
(20) que serão objeto do p res en t e  t r a b a 
lho.

Embo ra a técnica das d il ui çõe s

* Difco

s e r i a d a s  seja r e c o n h e c i d a  i n t e r n a c i o n a l 
m e n t e  c o m o  m é t o d o  de e s c o l h a  p a r a  o 
i s o l a m e n t o  de l e p t o s p i r a s  (7), sua e x e 
c u ç ã o  é m u i t o  l a b o r i o s a  e p o u c o  p r á t i c a ,  
p a r t i c u l a r m e n t e  q u a n d o  o e x a m e  l a b o r a t o 
rial è e n c a r a d o  c o m o  um dos e l e m e n t o s  
qu e  a l i m e n t a m  os s e r v i ç o s  de v i g i l â n c i a  
e p i d e m i o l ó g i c a  d e s t i n a d o s  a c o n t r o l a r  as 
d o e n ç a s  que a c o m e t e m  p o p u l a ç õ e s  de a n i 
m a is.

As l i m i t a ç õ e s  r e f e r i d a s  p a r a  a 
u t i l i z a ç ã o  da t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  
s e r i a d a s  f i z e r a m  c o m  q ue a l g u n s  p e s q u i 
s a d o r e s  p r o c u r a s s e m  a d o t a r  t é c n i c a s  a l 
t e r n a t i v a s  m a i s  s i m p l e s ,  e n t r e  as q u a i s  
se s a l i e n t a  a da p i p e t a  P a s t e u r  (10) 
que, d e v i d o  à f a c i l i d a d e  de e m p r e g o ,  
p a s s o u  a ser a d o t a d a  r o t i n e i r a m e n t e  por 
a l g u n s  p e s q u i s a d o r e s  (15, 21, 31); no 
e n t a n t o ,  até o p r e s e n t e ,  a i n d a  não foi 
r e a l i z a d o  um e s t u d o  c o m p a r a t i v o  que 
p e r m i t a  c o n f i r m a r  a e f i c i ê n c i a  d e s t e  
p r o c e s s o  c o m  r e l a ç ã o  à t é c n i c a  p a d r ã o  
das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s .

O e s t e  m o do, o o b j e t i v o  do p r e s e n t e  
t r a b a l h o  foi o de e s t u d a r ,  c o m p a r a t i v a 
m e n t e ,  as t é c n i c a s  de i s o l a m e n t o  de 
l e p t o s p i r a s ,  a t r a v é s  da p i p e t a  P a s t e u r  e 
d as d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s ,  em m e i o s  de 
c u l t u r a  c o m  os a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s  
5 - f l u o r - u r a c i l  ou o s u l f a t o  de n e o m i c i 
na, t e n d o  c o m o  i n d i c a d o r  da e x i s t ê n c i s  
de l e p t o s p i r a  no m a t e r i a l  s u s p e i t o ,  os 
r e s u l t a d o s  das p r o v a s  de v i s u a l i z a ç ã o  
d i r e t a  em c a m p o  e s c u r o ,  L e v a d i t i  e imu- 
nof l u o r e s c ê n c i a  d i r e t a .  Tal e s t u d o  foi 
r e a l i z a d o  a p a r t i r  de e s p é c i m e n s  de 
t e c i d o  renal c o l h i d o s  de h a m s t e r s  e x p e 
r i m e n t a l m e n t e  i n f e c t a d o s  c o m  d u a s  e s t i r 
pes v i r u l e n t a s  de L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  
s o r o t i p o  p o m o n a .

M A T E R I A L  E M E T 0 D 0 5

0 m e i o  l i q u i d o  de El l i n g h a u s e n , 
M c C u l l o u g h ,  J o h n s o n  e H a r r i s  (EMJH)* foi 
u t i l i z a d o  p a r a  o c r e s c i m e n t o  dos a n ti- 
g e n o s  e m p r e g a d o s  na r e a ç ã o  de soro- 
a g l u t i n a ç ã o  m i c r o s c ó p i c a .  S ua p r e p a r a ç ã o  
s e g u i u  a i n d i c a ç ã o  do f a b r i c a n t e  c om 
e x c e ç ã o  da f o n t e  de e n r i q u e c i m e n t o  que 
foi r e p r e s e n t a d a  p or 1 0% de s o r o  n o r m a l  
e s t é r i l  de c o e l h o ,  i n a t i v a d o  a t e m p e r a 
t ur a  de 56 0 C por 30 m i n u t o s  e de L- 
a s p a r a g i n a  e c l o r e t o  de c á l c i o  e m a g n é 
s io (30). T o d o s  os l o t e s  u t i l i z a d o s  
f o r a m  s u b m e t i d o s  aos t e s t e s  de e s t e r i l i 
d a d e  e de c r e s c i m e n t o  (25).

0 m e i o  s e m i - s ó l i d o  de F l e t c h e r *  foi 
e m p r e g a d o  nas p r o v a s  de i s o l a m e n t o  de 
l e p t o s p i r a s ,  no p r e p a r o  de i n ó c u l o s  
u t i l i z a d o s  p a r a  p r o v o c a r  a i n f e c ç ã o  
e x p e r i m e n t a l  em h a m s t e r s  e t a m b é m  p a r a  a 
p r o d u ç ã o  dos s or o s  h i p e r i m u n e s .  0 seu 
p r e p a r o  s e g u i u  a i n d i c a ç ã o  do f a b r i c a n 
te, s e n d o  e n r i q u e c i d o  c o m  10% de soro
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n o r m a l  e s t é r i l  de c o e l h o ,  i n a t i v a d o  a 
t e m p e r a t u r a  de 56°C por 30 m i n u t o s .

C a d a  lote de m e i o  de F l e t c h e r  foi 
s u b d i v i d i d o  em três p a r c e l a s  de igual 
v o l u m e ,  uma das q u a i s  p e r m a n e c e u  i n a l t e 
rada; à o u t r a  a d i c i o n o u - s e  5 - f l u o r -  
u r aci U  (14) na c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de 
1 0 0  m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o  de m e i o  e 
à outra, s u l f a t o  de n e o m i c i n a  ** ( 2 0 ) 
na c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de d o i s  e m e i o  
m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o  de m e io. E s t e s  
a n t i m i c r o b i a n o s  f o r a m  a c r e s c e n t a d o s  após 
a a u t o c l a v a ç ã o  e r e s f r i a m e n t o  do m e i o  
b á s i c o ,  j u s t a m e n t e  na o c a s i ã o  em que era 
a d i c i o n a d a  a f o n t e  de e n r i q u e c i m e n t o .  
N e st a  o p e r a ç ã o  a e s t e r i l i z a ç ã o  da s o l u 
ção de cad a  um dos a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a - 
nos u t i l i z a d o s  foi e x e c u t a d a  p e l a  fil- 
t r a ç ã o  a t r a v é s  de m e m b r a n a s  f i l t r a n 
t e s # * *  , c om 0 , 2 2  m i c r ô m e t r o s  de p o r o s i -  
dade. Ds m e i o s  f o r a m  d i s t r i b u í d o s  em 
tubos de v i d r o  de 160 x 1 2  m i l í m e t r o s ,  
p r o v i d o s  de t a m p a  p l á s t i c a  r o s q u e á v e l ,  
em v o l u m e s  de c i n c o  m i l i l i t r o s  por 
tubo. T o d o s  os l o t e s  u t i l i z a d o s  f o r a m  
s u b m e t i d o s  aos t e s t e s  de e s t e r i l i d a d e  e 
de c r e s c i m e n t o  (25).

0  d i l u e n t e  a d o t a d o  p a r a  o p r e p a r o  
das s u s p e n s õ e s  de ó r g ã o s  e p a r a  a d i l u i 
ção dos a n t i - s o r o s  foi r e p r e s e n t a d o  por 
uma s o l u ç ã o  s a l i n a  t a m p o n a d a  de S o r e n s e n  
e s t é r i l  (25).

Os i n ò c u l o s  u t i l i z a d o s  f o r a m  dua s  
e s t i r p e s  v i r u l e n t a s  de L e p t o s p i r a  inter- 
rogans s o r o t i p o  p o m o n a , i d e n t i f i c a d a s  
p ela p r o v a  de a b s o r ç ã o  de a g l u t i n i n a s  
(25), o b t i d a s ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  na 
S a l s b u r y  L a b o r a t ó r i o s  Ltda. ( e s t i r p e  
" P " , co m  39 p a s s a g e n s  em h a m s t e r s ) ,  e no 
I n s t i t u t o  de C i ê n c i a s  B i o m é d i c a s  da 
U n i v e r s i d a d e  de 5 3o P a u l o  ( e s t i r p e  “B * 
co m  duas p a s s a g e n s  em h a m s t e r s ) ,  P m a n u 
t e n ç ã o  das c a r a c t e r í s t i c a s  de v i r u l ê n c i a  
das duas e s t i r p e s  r e f e r i d a s  foi o b t i d a  
por c o n s e r v a ç ã o  em n i t r o g ê n i o  l i q u i d o  
(4), em a m p o l a s  de v i d r o  c o n t e n d o  3 5 %  da 
c u l t u r a  em m e i o  l i q u i d o  (co m  c i n c o  a 
sete dia s  de c r e s c i m e n t o ) ,  1 0 % de soro 
n o r m a l  e s t é r i l  de c o e l h o  i n a t i v a d o  à 
t e m p e r a t u r a  de 56°C por 30 m i n u t o s  e 5% 
de g l i c e r i n a  n e u t r a  e s t é r i l .

Os s o ros h i p e r i m u n e s ,  u t i l i z a d o s  
nas p r o v a s  de s o r o a g l u t i n a ç ã o  m i c r o s c ó 
p ic a  p a r a  i d e n t i f i c a ç ã o  das a m o s t r a s  
i s o l a d a s  e t a mbém, no c a s o  da e s t i r p e  
" R " , par a  o p r e p a r o  do c o n j u g a d o  e m p r e 
gad o  na r e a ç ã o  de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  
d i r eta, f o r a m  p r e p a r a d o s  em c o e l h o s  
jovens, c om d o i s  q u i l o s  de p e s o  vivo, 
a t r av é s  de u ma s é r i e  de a p l i c a ç õ e s  dos 
c u l t i v o s  p e l a  via e n d o v e n o s a ,  na v e i a  
m a r g i n a l  da o r e l h a ,  em d o se s  s u c e s s i v a s  
de 1, 2, 4, B e B m i l i l i t r o s  de c u l t u r a  
viva, a d m i n i s t r a d o s  a c a d a  s e t e  dias 
(25) .

0 c o n j u g a d o  a n t i - L e p t o s p i r a  p o m o n a  
e s t i r p e  " R“ foi p r e p a r a d o  a p a r t i r  do 
r e s p e c t i v o  s oro h i p e r i m u n e ,  a t r a v é s  de 
sua p r e c i p i t a ç ã o  em s o l u ç ã o  de s u l f a t o  
de a m ô n i o  a 3 0 %  de s a t u r a ç ã o .  C o n c l u í d o
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o p r o c e s s o  de d i à t i s e  par a  a r e t i r a d a  do 
s u l f a t o  de a m ô n i o ,  o teor p r o t e i c o  da 
f r a ç ã o  g l o b u l l n i c a  o b t i d a  foi d e t e r m i n a 
do a t r a v é s  do m é t o d o  do B i u r e t o  (9) e, a 
se g u i r ,  foi a d i c i o n a d o  o f l u o r o c r o m o  na 
p r o p o r ç ã o  de 0 , 0 2  m i l i g r a m a s  de i s o t i o -  
c i a n a t o  de f l u o r e s c e i n a * * * *  , par a  cad a  
m i l i g r a m a  de p r o t e i n a  do soro p r e c i p i t a 
do. P p ó s  a c o n j u g a ç ã o ,  h o u v e  nov o  
p r o c e s s o  de d i à l i s e  p a r a  r e t i r a r  o 
e x c e s s o  de f l u o r o c r o m o  livre, não c o n j u 
g a d o  (9). P d i l u i ç ã o  ó t im a  do c o n j u g a d o  
p a r a  e m p r e g o  na r e a ç ã o  de i m u n o f l u o r e s -  
c ê n c i a  d i r e t a  foi a de 1:40.

0  m é t o d o  de i s o l a m e n t o  de l e p t o s p i 
ra a t r a v é s  da t é c n i c a  da p i p e t a  P a s t e u r  
foi r e a l i z a d o  c o m o  segue: c om o e m p r e g o  
de uma e s p á t u l a  m e t á l i c a  a q u e c i d a  ao 
rubro, p r o c e d e u - s e  a c a u t e r i z a ç ã o  da 
s u p e r f i c i e  e x t e r n a  dos rins t r a b a l h a d o s .  
R s e g u i r ,  as á r e a s  t r a t a d a s  f o r a m  p e r f u 
r a das p e l a  e x t r e m i d a d e  de uma p i p e t a  
P a s t e u r  e s t é r i l ,  p r e v i a m e n t e  p a r t i d a ,  
rea l i z a n d o - se a l g u n s  m o v i m e n t o s  r o t a t ó 
rios a f im de f a c i l i t a r  a e x t r a ç ã o  de um 
d i m i n u t o  f r a g m e n t o  do ó r g ã o  que foi 
i m e d i a t a m e n t e  s e m e a d o ,  sob c o n d i ç õ e s  de 
a s s e p s i a ,  nos d i f e r e n t e s  tipos de m e i o  
de c u l t u r a  e m p r e g a d o s  (7, 10, 25). P a r a  
c a d a  tubo de m e i o  de c u l t u r a  foi u t i l i 
z a d a  uma ó n i c a  p i p e t a  P a s t e u r .  Os tubos 
s e m e a d o s  f o r a m  i n c u b a d o s  em e s t u f a s  
r e g u l a d a s  p a r a  m a n t e r  a t e m p e r a t u r a  de 
28° C ond e  p e r m a n e c e r a m  d u r a n t e  seis 
s e m a n a s ,  s e n d o  as l e i t u r a s  r e a l i z a d a s  

s e m a n a l m e n t e  em m i c r o s c o p i o  óptico****'com 
o c u l a r  10X, o b j e t i v a  4 0X e c o n d e n s a d o r  
de c a m p o  e s c u r o  .

0  m é t o d o  de i s o l a m e n t o  de l e p t o s p i 
ras, a t r a v é s  da t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  
s e r i a d a s ,  foi e x e c u t a d o  a d o t a n d o - s e  o 
s e g u i n t e  p r o c e d i m e n t o :  sob c o n d i ç õ e s  de 
a s s e p s i a ,  . f o r a m  p e s a d o s  e m a c e r a d o s  os 
f r a g m e n t o s  de rins, de m o d o  a f o r n e c e r  
u ma s u s p e n s ã o  a 1 0 % (p e s o  / vo l u m e ) em 
s o l u ç ã o  s a l i n a  t a m p o n a d a  de S o r e n s e n  
e s t é r i l .  E s t a  s u s p e n s ã o  foi s u b m e t i d a  a 
um a  c e n t r i f u g a ç ã o  a 2 . 0 0 0  r o t a ç õ e s  por 
m i n u t o ,  d u r a n t e  c i n c o  m i n u t o s ,  p a r a  
r e t i r a d a  de r e s t o s  c e l u l a r e s  g r o s s e i r o s ;  
a s e g u i r ,  sob c o n d i ç õ e s  de a s s e p s i a  e 
c o m  s e r i n g a  e a g u l h a  e s t é r e i s ,  f o r a m  
p r e p a r a d a s  três d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  de 
r a z ã o  dez, de m o d o  a f o r n e c e r  as c o n c e n 
t r a ç õ e s  f i n a i s  de 1 , 0 ; 0 , 1  e 0 ,0 1 % que 
f o r a m  s e m e a d a s  nos d i f e r e n t e s  m e i o s  de 
c u l t u r a  e n s a i a d o s  (13, 25, 30). 0 v o l u m e  
de i n ó c u l o  por t ubo de m e i o  de c u l t u r a  
foi de 0 , 1  m i l i l i t r o .  R p ó s  a s e m e a d u r a  
os tubos f o r a m  i n c u b a d o s  á t e m p e r a t u r a  
de 28°C, d u r a n t e  s eis s e m a n a s , c o m  l e i 
t u ras s e m a n a i s  em m i c r o s c o p i a  de c a m p o  
e s c ur o ,  c o n f o r m e  d e s c r i t o  par a  t é c ni c a  
da p i p e t a  P a s t e u r .

A r e a ç ã o  de i m u n o f  l u o r e s c ê n c i a  d i 
r eta foi e x e c u t a d a  em i m p r e s s õ e s  de 
f r a g m e n t o s  de rins, p r e p a r a d o s  em l â m i 
nas de m i c r o s c o p i a ,  s e c a s  em t e m p e r a t u r a  
a m b i e n t e  e f i x a d a s  d u r a n t e  c i n c o  m i n u t o s  
em a c e t o n a  p u r a  r e f r i g e r a d a .  P a r a  c ada
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c o n j u n t o  de L â m i n a s  e x a m i n a d a s  f o r a m  
s e m p r e  i n c l u í d o s  os c o n t r o l e s  p o s i t i v o  e 
n e g a t i v o .  Ps i m p r e s s õ e s  f o r a m  d e m a r c a d a s  
c om  duas á r e a s  de e x t e n s ã o  a p r o x i m a d a  de 
um  c e n t í m e t r o  q u a d r a d o .  Na p r i m e i r a  f a s e  
de r e a ç ã o  foi c o l o c a d o ,  em uma das á r e a s  
d e m a r c a d a s ,  o s oro h i p e r i m u n e  p u r o  a n t i -  
L e p t o s p i r a  p o m o n a  e s t i r p e  " R “ ; a s e g u i r ,  
as l â m in a s  f o r a m  t r a n s f e r i d a s  p a r a  c â m a 
ra ò m i d a  e m a n t i d a s  em e s t u f a  à t e m p e r a 
tura de 37°C d u r a n t e  30 m i n u t o s .  R p ò s  a 
i n c u b a ç ã o  as l â m i n a s  f o r a m  r a p i d a m e n t e  
e n x a g u a d a s  e l a v a d a s  c o m  s o l u ç ã o  s a l i n a  
t a m p o n a d a  e, a s e g u i r ,  foi i n i c i a d a  a 
s e g u n d a  fas e  da r e a ç ã o  q ue c o n s i s t i u  na 
a p l i c a ç ã o  do c o n j u g a d o  a n t i - L e p t o s p i r a  
p o m o n a  e s t i r p e  '' fl" s o b r e  as d u a s  á r e a s  
d e l i m i t a d a s  nas l â m i n a s ,  r e p e t i n d o - s e  
t odo o p r o c e s s o  de i n c u b a ç ã o  e l a v a g e n s  
já r e l a t a d o .  P l e i t u r a  das r e a ç õ e s  de 
i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  d i r e t a  foi r e a l i z a d a  
em m i c r o s c ó p i o  de f l u o r e s c ê n c i a *  c o m  
o c u l a r  10X, o b j e t i v a  de i m e r s ã o  P L R N R P O  
4 0 / 1 , 0  e c o n d e n s a d o r  de c a m p o  e s c u r o .

fl t é c n i c a  de L e v a d i t i  foi e x e c u t a d a  
c o n f o r m e  o p r o c e d i m e n t o  d e s c r i t o  por 
M c M P N U S  & M O W R Y , 16 ( 1 9 6 5 )  e a o b s e r v a 
ç ão das p r e p a r a ç õ e s  foi r e a l i z a d a  em 
m i c r o s c ó p i o  óptico** c o m  o c u l a r  1 2 , 5X, 
o b j e t i v a  4 7 , 5X e c o n d e n s a d o r  de c a m p o  
c lar o .

0  e x a m e  d i r e t o  em m i c r o s c o p i a  de 
c a m p o  e s c u r o  foi r e a l i z a d o  a t r a v é s  do 
e x a m e  de u ma g o t a  das s u s p e n s õ e s  de 
t e c i d o  renal a 1 0 %, p e s o - v o l u m e ,  em 
m i c r o s c ó p i o  óptico*** c o m  o c u l a r  10X, 
o b j e t i v a  4 0X e c o n d e n s a d o r  de c a m p o  

e s c u r o  (7, 25, 30).
R r e a ç ã o  de s o r o - a g l u t i n a ç ã o  m i 

c r o s c ó p i c a  (25) foi u t i l i z a d a  p a r a  a 
t i p i f i c a ç ã o  das e s t i r p e s  v i r u l e n t a s  de 
L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a  
e m p r e g a d a s  na i n f e c ç ã o  e x p e r i m e n t a l ,  
p a r a  a t i t u l a ç ã o  dos a n t l - s o r o s  p r o d u z i 
dos e p a r a  a i d e n t i f i c a ç ã o  p r i m á r i a  dos 

i s o l a m e n t o s  o b t i d o s .
0  s i s t e m a  b i o l ó g i c o  u t i l i z a d o  p a r a  

a r e p r o d u ç ã o  e x p e r i m e n t a l  da l e p t o s p i -  
rose foi r e p r e s e n t a d o  por 60 h a m s t e r s  
( M e s o c r i c e t u s  a u r a t u s )  j o v e n s ,  s e m  e s p e 
c i f i c a ç ã o  de s exo e c o m  p e s o  v i v o  v a 
r i a n d o  e n t r e  30 a 1 2 0  g r a m a s .

Os 60 h a m s t e r s  t r a b a l h a d o s  f o r a m  
a l e a t o r i a m e n t e  d i v i d i d o s  em d o i s  g r u p o s  
de igual t a m a n h o ,  i n o c u l a d o s ,  r e s p e c t i 
v a m e n t e  c o m  as e s t i r p e s  "fl" e "B ". C a d a  
a n i m a l  r e c e b e u  o v o l u m e  de 0 , 5  m i l i l i t r o  
do r e s p e c t i v o  i n ó c u l o ,  a n t e r i o r m e n t e  
r e f e r i d o ,  a t r a v é s  da v i a  i n t r a p e r i t o -  
n i al, t o m a n d o - s e ,  n e s t a  o p o r t u n i d a d e ,  os 
c u i d a d o s  u s u a i s  de a s s e p s i a .

P p ó s  a i n o c u l a ç ã o  os a n i m a i s  f o r a m  
m a n t i d o s  em i n f e c t ó r i o  c o m  o b s e r v a ç ã o  

d i á r i a  p a r a  a c o n s t a t a ç ã o  do a p a r e c i m e n 
to dos s i n a i s  c l í n i c o s :  0  t é r m i n o  da 
f a s e  de o b s e r v a ç ã o  foi e s t i p u l a d o  ou 
p e l o  ó b i t o  n a t u r a l  ou p e l o  s a c r i f í c i o  do 
a n i m a l  q u a n d o  em  f a s e  a g ô n i c a .  I m e d i a t a 
m e n t e  após a m o r t e  ou s a c r i f í c i o ,  os
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h a m s t e r s  f o r a m  s u b m e t i d o s  a i m e r s ã o  em 
u ma s o l u ç ã o  a q u o s a  de Lysoform**** a 10% 
d u r a n t e  15 m i n u t o s .  P s e g u i r ,  t o m a n d o - s e  
os c u i d a d o s  u s u a i s  de a s s e p s i a ,  p r o c e 
d e u - s e  a c o l h e i t a  dos rins, u t i l i z a n d o -  
se d ois c o n j u n t o s  de m a t e r i a l  c i r ú r g i c o  
e s t é r i l  por a n i m a l ,  um p a r a  e x p o s i ç ã o  
das c a v i d a d e s  t o r á x i c a  e a b d o m i n a l  e 
o u t r o  p a r a  a c o l h e i t a  dos rins 
p r o p r i a m e n t e  dita. P p ó s  a c o l h e i t a  os 
rins f o r a m  i m e d i a t a m e n t e  t r a n s f e r i d o s  
p a r a  p l a c a s  de P e t r i  e s t é r e i s ,  s e ndo 
s u b m e t i d o s  às p r o v a s  de i s o l a m e n t o  e de 
v i s u a l i z a ç ã o  das l e p t o s p i r a s
a n t e r i o r m e n t e  c i t a d a s .

0  t r a t a m e n t o  e s t a t í s t i c o  a d o t a d o  
p a r a  o e s t u d o  da e x i s t ê n c i a  de 
a s s o c i a ç ã o  e n t r e  os r e s u l t a d o s  dos 
e x a m e s  dos m a t e r i a i s  c o l h i d o s  dos a n i 
m a i s  i n o c u l a d o s  c o m  as d uas e s t i r p e s  de 
L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a  
u t i l i z a d a s ,  foi r e a l i z a d o  a t r a v é s  do 
t e s t e  de Q u i - q u a d r a d o  (26). P a r a  a n á l i s e  
dos r e s u l t a d o s  o b t i d o s  a p a r t i r  dos 
ó r g ã o s  c o l h i d o s  de a n i m a i s  i n o c u l a d o s  
c o m  uma m e s m a  e s t i r p e  de L e p t o s p i r a  
i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a ,  s e g u n d o  as 
d i f e r e n t e s  t é c n i c a s  nos d i v e r s o s  m e io s  
de c u l t u r a  e m p r e g a d o s ,  f o r a m  a p l i c a d o s  
os t e s t e s  da B i n o m i n a l  e de C o c h r a n  
( 2 0 ), r e s p e c t i v a m e n t e ,  p a r a  o e s t u d o  de 
a s s o c i a ç ã o  e n t r e  d o i s  g r u p o s  e p a r a  mai s  
do que d ois g r u p o s .  0  n i v e l  de s i g n i f i -  
c â n c i a  a d o t a d o  foi o de 0,05.

R E S U L T A D O S

Os 60 h a m s t e r s ,  e x p e r i m e n t a l m e n t e  
i n o c u l a d o s  c o m  as d u a s  e s t i r p e s  v i r u l e n 
tas de L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  
p o m o n a ,  a p r e s e n t a r a m  s i n a i s  c l í n i c o s  e 
m o r r e r a m  ou f o r a m  s a c r i f i c a d o s  em e s t a d o  
a g ô n i c o  e n t r e  o t e r c e i r o  e o s é t i m o  dia 
de i n o c u l a ç ã o .  fl s i n t o m a t o l o g i a  c o n s t a 
tada foi r e p r e s e n t a d a  por e r i ç a m e n t o  do 
p e l a m e ,  i n c o o r d e n a ç ã o  m o t o r a ,  t a q u i p n é i a  
e p r o s t r a ç ã o .  A p ó s  a m o r t e  ou s a c r i f í 
cio, os h a m s t e r s  f o r a m  n e c r o p s i a d o s  e as 
l e s õ e s  m a c r o s c ó p i c a s  o b s e r v a d a s ,  e m b o r a  
a p r e s e n t a n d o  a l g u m a  v a r i a ç ã o  i n d i v i d u a l ,  
c o n s i s t i r a m  b a s i c a m e n t e  de: a) h e m o r 
r a g i a s  n a s a i s  e na b e x i g a  u r i n á r i a ;  b) 
i c t e r í c i a  do t e c i d o  s u b c u t â n e o  e m u c o 
sas; c) a u m e n t o  de v o l u m e  e c o n g e s t ã o  do 
figad.o e baço.

Na Tab. 1 e n c o n t r a m - s e  os r e s u l t a 
dos dos e x a m e s  r e a l i z a d o s  nos 30 
h a m s t e r s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  "fl‘ de 
L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a ,  
t a n t o  p a r a  as t é c n i c a s  de v i s u a l i z a ç ã o  
do a g e n t e  q u a n t o  p a r a  as de i s o l a m e n t o .

Os v a l o r e s  a p r e s e n t a d o s  na Tab. 1 
r e v e l a m  que, p a r a  as três t é c n i c a s  de 
v i s u a l i z a ç ã o  de l e p t o s p i r a s  e m p r e g a d a s ,
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a p r e s e n ç a  do a g e n t e  foi c o n f i r m a d a  em 
todas as o p o r t u n i d a d e s .  R e l a t i v a m e n t e  às 
t é c n i c a s  de i s o l a m e n t o  a p l i c a d a s  aos 
d i f e r e n t e s  m e i o s  de c u l t u r a  a d o t a d o s ,  a 
s e n s i b i l i d a d e  v a r i o u  de 6 8 % p a r a  a t é c 
nica da p i p e t a  P a s t e u r  em m e i o  de c u l t u 
ra c o n t e n d o  n e o m i c i n a ,  até 1 0 0 % p a r a  a 
t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  em m e i o  
de c u l t u r a  c o n t e n d o  o 5 - f l u o r - u r a c i  l . 
S a l i e n t e - s e ,  no e n t a n t o ,  que os a n i m a i s  
de n ú m e r o s  8  e 26 a p r e s e n t a r a m  c u l t i v o  
p o s i t i v o  s o m e n t e  p a r a  a t é c n i c a  das 
d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s .

P e r s i s t i n d o  na a p r e s e n t a ç ã o  dos 
r e s u l t a d o s  r e l a t a d o s  na Tab. 1, p ô d e - s e  
c o n s t a t a r  que, p a r a  as t é c n i c a s  de c u l 
tivo a p l i c a d a s  não h o u v e  n e n h u m  c a s o  de 
i s o l a m e n t o  a p e n a s  em m e i o  de c u l t u r a  
c o n t e n d o  n e o m i c i n a ;  no e n t a n t o ,  s e g u n d o  
a t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s ,  o 
anim a l  de n ú m e r o  24 foi c o n f i r m a d o  c o m o  
p o s i t i v o  a p e n a s  a t r a v é s  do m e i o  de c u l 
tura c o n t e n d o  5 - f l u o r - u r a c i l .

Na Tab. 2 e n c o n t r a m - s e  os r e s u l t a 
dos dos e x a m e s  r e a l i z a d o s  nos 30 
h a m s t e r s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  " B " de 

L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a ,  
tanto p ara as t é c n i c a s  de v i s u a l i z a ç ã o  
do a g e n t e  q u a n t o  p a r a  as de i s o l a m e n t o .

Os v a l o r e s  a p r e s e n t a d o s  na Tab. 2 
r e v e l a m  que, p ara as três t é c n i c a s  de 
v i s u a l i z a ç ã o  de l e p t o s p i r a s  e m p r e g a d a s ,  
p ô d e - s e  c o n s t a t a r  qu e  t o do s  os a n i m a i s  
t r a b a l h a d o s  a p r e s e n t a r a m  r e s u l t a d o  p o s i 
tivo f r e n t e  a p e l o  m e n o s  u ma d e las. 
H o u v e ,  no e n t a n t o ,  v a r i a ç ã o  e n t r e  os 
r e s u l t a d o s  o b s e r v a d o s ,  e n c o n t r a n d o - s e  
m e n o r  s e n s i b i l i d a d e  p a r a  o e x a m e  d i r e t o  
em m i c r o s c o p i a  de c a m p o  e s c u r o  ( 7 6 , 6 % ) ;  
a i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  d i r e t a  f i c o u  em uma 
s i t u a ç ã o  i n t e r m e d i á r i a  0 3 , 3 % )  e a c o l o 
ração p e l a  t é c n i c a  de L e v a d i t i  foi p o s i 
tiva em todas as o p o r t u n i d a d e s  ( 1 0 0 %). 
E n t r e  as d i s c o r d â n c i a s  o b s e r v a d a s  res- 
s a l t a - s e  o c o m p o r t a m e n t o  do a n i m a l  de 
n ú m e r o  25, p o s i t i v o  a p e n a s  s e g u n d o  a 
c o l o r a ç ã o  de L e v a d i t i ;  os a n i m a i s  de 
n ú m e r o  1, 7, 8 , 11, 17 e 20, n e g a t i v o s  
no e x a m e  d i r e t o  em m i c r o s c o p i a  de c a m p o  
e s c u r o  e o a n i m a l  de n ú m e r o  6 , n e g a t i v o  
p a r a  a t é c n i c a  de i m u n o f  l u o r e s c ê n c i a  
d i r eta.

C o n t i n u a n d o  a a p r e s e n t a r  os v a l o r e s  
r e f e r i d o s  na Tab. 2, p o d e - s e  o b s e r v a r  
que, p a r a  as t é c n i c a s  de i s o l a m e n t o  
a p l i c a d a s  aos d i f e r e n t e s  m e i o s  de c u l t u 
ra e m p r e g a d o s ,  c o n s t a t a - s e  q ue os v a 
lores de s e n s i b i l i d a d e  o b t i d o s  v a r i a r a m  
de 4 3 , 3 %  p ara a t é c n i c a  da p i p e t a  P a s 
teur em m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  n e o m i 
cina, até 3 0 %  p ara a t é c n i c a  da p i p e t a  
P a s t e u r  em m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  5- 
f l u o r - u r a c i  l . 5 a l i e n t e - s e ,  no e n t a n t o ,  
que os a n i m a i s  de n ú m e r o s  6  e 8  a p r e s e n 
t a r a m  r e s u l t a d o s  n e g a t i v o s  p a r a  as dua s  
t é c n i c a s  u t i l i z a d a s .  S e g u n d o  a t é c n i c a  
da p i p e t a  P a s t e u r ,  f o r a m  p o s i t i v o s  a p e 
nas em m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  5 - f l u o r -  

u r a c i l  os a n i m a i s  de n ú m e r o s  3, 5, 13, 
19, 25 e 29 e, e x c l u s i v a m e n t e  no m e i o  de

c u l t u r a  i s e n t o  de a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a  - 
nos, o a n i m a l  de n ú m e r o  7. Q u a n t o  à 
t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  foi v e r i 
f i c a d a  a p o s i t i v i d a d e  e x c l u s i v a m e n t e  em 
m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d a  5 - f l u o r - u r a c i l  
p a r a  os a n i m a i s  de n ú m e r o s  2 , 1 0 , 19 e
29 e a p e n a s  em m e i o  de c u l t u r a  i s e n t o  de 
a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s  par a  o a n i m a l  de 
n ú m e r o  25.

0  e s t u d o  do c o m p o r t a m e n t o  das duas 
e s t i r p e s  v i r u l e n t a s  de L e p t o s p i r a  i n t e r 
rogans s o r o t i p o  pomona f r e n t e  aos d i f e 
r e n t e s  m é t o d o s  de c u l t i v o ,  a t r a v é s  do 
t e s t e  de Q u i - q u a d r a d o  (28), r e v e l o u  
s e r e m  s i g n i f i c a n t e s  ( a =  0 , 0 5 )  as d i f e 
r e n ç a s  e n t r e  os i s o l a m e n t o s  o b t i d o s  
a t r a v é s  da t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a 
das, par a  o m e i o  de c u l t u r a  i s e n t o  de 
a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s  e o m e i o  de 
c u l t u r a  c o n t e n d o  5 - f l u o r - u r a c i l .  R p r o 
b a b i l i d a d e  c a l c u l a d a  p a r a  que tais d i f e 
r e n ç a s  f o s s e m  d e c o r r e n t e s  do a c as o  está 
c o n t i d a  no i n t e r v a l o  e n t r e  0 , 0 2 5  a 0,04. 
Em c o n t r a p a r t i d a ,  f o r a m  não s i g n i f i c a n -  
tes (p > 0 , 05) as d i f e r e n ç a s  o b s e r v a d a s  
e n t r e  os i s o l a m e n t o s  das duas e s t i r p e s  
p e l a  t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  em 
m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  n e o m i c i n a  e em 
todos os tipos de m e i o s  de c u l t i v o  t e s 
tados s e g u n d o  a t é c n i c a  da p i p e t a  P a s 
teur.

Na Tab. 3 são r e s s a l t a d o s  os totais 
dos r e s u l t a d o s  a p r e s e n t a d o s  nas Tab. 1 e 
2 , c om os c o r r e s p o n d e n t e s  v a l o r e s  de 
p r o b a b i l i d a d e  a s s o c i a d o s  s e g u n d o  os t e s 
tes de s i g n i f i c â n c i a  a p l i c a d o s .

P a r a  os e n s a i o s  r e a l i z a d o s  c om a 
e s t i r p e  " R “, foi c o n s t a t a d a  d i f e r e n ç a  
s i g n i f i c a n t e  (p = 0 , 0 0 8 )  e n t r e  as t é c 
n i ca s  de i s o l a m e n t o  e m p r e g a d a s ,  a p e n a s  
q u a n d o  o m e i o  de c u l t u r a  c o n t i n h a  5- 
f l u o r - u r a c i l . P a r a  o m e i o  de c u l t u r a  
i s e n t o  de a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s  e mei o  
de c u l t u r a  c o n t e n d a  n e o m i c i n a ,  e m b o r a  os 
r e s u l t a d o s  a b s o l u t o s  t e n h a m  sid o  mai s  
e l e v a d o s ,  s e g u n d o  a t é c n i c a  das d i l u i 
ç õ e s  s e r i a d a s ,  as d i f e r e n ç a s  o b s e r v a d a s  
f o r a m  a d m i t i d a s  c o m o  c a s u a i s  ao n i vel de 
s i g n i f i c â n c i a  a d o t a d a  (p >  0 , 0 6 2 ) .

P e r s i s t i n d o  na a p r e s e n t a ç ã o  dos 
r e s u l t a d o s  dos e x a m e s  e f e t u a d o s  c o m  a 
e s t i r p e  " fl " , ana l i s a n d o  - se agora, s e p a 
r a d a m e n t e ,  o c o m p o r t a m e n t o  de c a d a  uma 
das t é c n i c a s  de c u l t i v o ,  c o n f o r m e  o tipo 
de m e i o  de c u l t u r a  u t i l i z a d o ,  p o d e - s e  
v e r i f i c a r  a i n e x i s t ê n c i a  de s i g n i f i c â n -  
cia ( 0 , 1 0  < p < 0 ,2 0 ) e n t r e  os r e s u l t a 
dos 76,5; 7 5 , 6  e 6 8 %, r e s p e c t i v a m e n t e  
p a r a  os m e i o s  de c u l t u r a  i s e n t o  de 
a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s ,  c o n t e n d o  5- 
f l u o r - u r a c i l  e c o n t e n d a  n e o m i c i n a ,  o b t i 
dos p e t o  m é t o d o  da p i p e t a  P a s t e u r .  Par a  
a t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  h o u v e  
d i f e r e n ç a  s i g n i f i c a n t e  (p = 0 , 0 3 1 )  a p e 
nas e n t r e  os m e i o s  de c u l t u r a  c o n t e n d a  
5 - f l u o r - u r a c i l  (100%) e m e i o  de c u l t u r a  
c o n t e n d o  n e o m i c i n a  (80%).

Q u a n t o  aos r e s u l t a d o s  o b t i d o s  c om a 
e s t i r p e  " B “ , e m b o r a  os v a l o r e s  a b s o l u t o s  
t e n h a m  sid o  m a i s  e l e v a d o s  s e g u n d o  a
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t é c n i c a  da p i p e t a  P a s t e u r  p a r a  o m e i o  de 
c u l t u r a  c o n t e n d o  5 - f l u o r - u r a c i  l e p a r a  a 
t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  f r e n t e  
aos o u t r o s  d o i s  t i pos de m e i o  de c u l t u r a  
e m p r e g a d o s ,  tais d i f e r e n ç a s  f o r a m  a d m i 
tidas c o m o  d e c o r r e n t e s  do a c a s o  ao n l v e l  
de s i g n i f i c â n c i a  a d o t a d o  (p >  0 , 0 6 2 ) .

P e r s i s t i n d o  na a p r e s e n t a ç ã o  dos r e 
s u l t a d o s  d os e x a m e s  e f e t u a d o s  c o m  a 
e s t i r p e  1 1 0 " , a n a l i s a n d o - s e  a g o r a ,  s e p a 
r a d a m e n t e ,  o c o m p o r t a m e n t o  de c a d a  um 
dos m é t o d o s  de c u l t i v o ,  c o n f o r m e  o tipo 
de m e i o  de c u l t u r a  u t i l i z a d o ,  p o d e - s e  
v e r i f i c a r  a e x i s t ê n c i a  de s i g n i f i c â n c i a  
(p < 0 ,0 0 1 ) e n t r e  os r e s u l t a d o s  o b t i d o s  
p e l a  t é c n i c a  da p i p e t a  P a s t e u r  p a r a  os 
três t i p o s  de m e i o  de c u l t u r a  a d o t a d o s ,  
h a v e n d o  u ma r e l a ç ã o  d e c r e s c e n t e  em  t e r 
mos de s e n s i b i l i d a d e ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  
c o n f o r m e  a s e g u i n t e  o r d e m :  m e i o  de c u l 
tura c o n t e n d o  5-f l u o r - u r a c i  l , m e i o  de 
c u l t u r a  i s e n t o  de a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a  - 
nos e m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  n e o m i c i -  
na. P a r a  a t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e r i a 
das h o u v e  d i f e r e n ç a  s i g n i f i c a n t e  e n t r e  
os três t i p o s  de m e i o  de c u l t i v o  e m p r e 
g a d o s  ( 0 , 0 2  < p < 0 , 0 2 5 ) ,  c o n s t a t a n d o -  
se, no e n t a n t o ,  no e s t u d o  das c o m b i n a 
çõ e s  d o i s  a d o i s  p e l o  T e s t e  da B i n o m i a l ,  
h a v e r  d i f e r e n ç a  s i g n i f i c a n t e  (p = 0 ,0 1 1 ) 
a p e n a s  e n t r e  o m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n d o  
5-f l u o r - u r a c i  l e m e i o  de c u l t u r a  c o n t e n 
do n e o m i c i n a .

C o m  o o b j e t i v o  de o f e r e c e r  s u b s í 
d ios p a r a  a a v a l i a ç ã o  dos a s p e c t o s  r e l a 
tivos ao t e mpo c o n s u m i d o  p a r a  a c o n s t a 
t a ção de c u l t u r a s  p o s i t i v a s  s e g u n d o  as 
t é c n i c a s  de c u l t i v o  e n s a i a d a s ,  f o r a m  
c o n s t r u í d a s  as Fig. 1 e 2. E s t a s  f i g u r a s  
a p r e s e n t a m  os n ó m e r o s  de c u l t i v o s  p o s i 
ti vos em u ma d a d a  s e m a n a  de o b s e r v a ç ã o  
s o b r e  os t o t a i s  de c u l t i v o s  c o n f i r m a d o s  
c o m o  p o s i t i v o s  d u r a n t e  as sei s  s e m a n a s  
de o b s e r v a ç ã o .  Na c o n f e c ç ã o  das Fig. 1 e
2  f o r a m  r e u n i d a s  t o d a s  as c u l t u r a s  p o s i 
tivas, s e g u n d o  a t é c n i c a  de i s o l a m e n t o  e 
a e s t i r p e  de l e p t o s p i r a ,  s em l e var em 
c o n s i d e r a ç ã o  o tipo de m e i o  de c u l t u r a  
emp r e g a d o .

fl Fig. 1 r e p r e s e n t a  o c o m p o r t a m e n t o  
das d u a s  e s t i r p e s  de l e p t o s p i r a s  e m p r e 
g a d a s  c o n f o r m e  os r e s u l t a d o s  d os c u l t i 
vo s  r e a l i z a d o s  s e g u n d o  a t é c n i c a  da 
p i p e t a  P a s t e u r .

fl Fig. 2 e x p r i m e  o c o m p o r t a m e n t o  
das d uas e s t i r p e s  de l e p t o s p i r a s  u t i l i 
z a d a s  c o n f o r m e  os r e s u l t a d o s  d os c u l t i 
vos r e a l i z a d o s  s e g u n d o  a t é c n i c a  das 

di l u i ç õ e s  s e r i a d a s .
fl o b s e r v a ç ã o  das Fig. 1 e 2 r e v e l a  

que, p a r a  as d u a s  t é c n i c a s  de c u l t i v o  
e n s a i a d a s ,  o n ú m e r o  de c u l t u r a s  p o s i t i 
vas o b t i d a s  por o c a s i ã o  da p r i m e i r a  
s e m a n a  de o b s e r v a ç ã o  foi s e m p r e  m a i o r  
p a r a  L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  
pomona e s t i r p e  “fl". Nas s e m a n a s  s u b s e -  
q ú e n t e s  c o m  e x c e ç ã o  da s e g u n d a  s e m a n a ,  
p a r a  a t é c n i c a  da p i p e t a  P a s t e u r ,  os 
p e r c e n t u a i s  de i s o l a m e n t o s  o b t i d o s  p a r a  
a e s t i r p e  "B* f o r a m  i g u a i s  ou s u p e r i o r e s  
à q u e l e s  c o n s t a t a d o s  p a r a  a e s t i r p e  "fl*.

C u m p r e  n o v a m e n t e  ser s a l i e n t a d a  a e x i s 
t ê n c i a  de i s o l a m e n t o s  e f e t u a d o s  por 
o c a s i ã o  da s e x t a  s e m a n a  de o b s e r v a ç ã o  
p a r a  as e s t i r p e s  "0 “ e ‘ 8  “ , s e g u n d o  as 
d u a s  t é c n i c a s  de i s o l a m e n t o s  e m p r e g a d a s .

0 I 5 C U S S Q 0

fl r e p r o d u ç ã o  e x p e r i m e n t a l  de um 
q u a d r o  s e p t i c ê m i c o  c o m  d e s f e c h o  fatal 
e n t r e  o t e r c e i r o  e o s é t i m o  dia pós- 
i n o c u l a ç ã o  em t o dos os 60 h a m s t e r s  e x p e 
r i m e n t a l m e n t e  i n o c u l a d o s  c o m  as duas 
e s t i r p e s  de L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o 
tipo p o m o n a  e m p r e g a d a s ,  c o n f i r m a  a 
e x c e l ê n c i a  d e s t a  e s p é c i e  a n i m a l  como 
m o d e l o  e x p e r i m e n t a l  da l e p t o s p i r o s e  a g u 
da (1, 5, 12, 18, 24, 26) e o f e re c e  
s u b s í d i o s  p a r a  o e s t a b e l e c i m e n t o  do 
p r i m e i r o  p a r â m e t r o  a ser c o n s i d e r a d o ,  
q u a n t o  à a v a l i a ç ã o  das t é c n i c a s  c u l t u 
rais e n s a i a d a s ,  ou seja, t o dos os a n i 
m a i s  t r a b a l h a d o s  a p r e s e n t a r a m  um  q u a d r o  
c l i n i c o  e l e s õ e s  m a c r o s c ó p i c a s  c o m p a t í 
v e i s  c o m  a q u e l e s  jà r e f e r i d o s ,  q u a n d o  do 
e m p r e g o  de e s t i r p e s  de l e p t o s p i r a s  viru- 
l e n t a s  no s i s t e m a  b i o l ó g i c o  a d o t a d o .

□s r e s u l t a d o s  das t é c n i c a s  de v i 
s u a l i z a ç ã o  de l e p t o s p i r a s ,  a p r e s e n t a d o s  
nas Tab. 1 e 2, d e m o n s t r a m  a e x i s t ê n c i a  
de d i f e r e n ç a s  c o m p o r t a m e n taÍ5 p ara as 
d u a s  e s t i r p e s  de L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  
s o r o t i p o  p o m o n a  u t i l i z a d a s .  5e, p ara a 
e s t i r p e  ”fl’, a q u a n t i d a d e  d« l e p t o s p i r a s  
e x i s t e n t e s  no t e c i d o  r e nal dos a n i m a i s  
e x p e r i m e n t a l m e n t e  i n o c u l a d o s  p e r m i t i u  a 
c o n s t a t a ç ã o  da p r e s e n ç a  de m i c r o r g a n i s -  
m o s  em  t o d o s  os 30 a n i m a i s  t r a b a l h a d o s  
s e g u n d o  as três t é c n i c a s  a p l i c a d a s ;  para 
a e s t i r p e  “B" h o u v e  s e t e  r e s u l t a d o s  
n e g a t i v o s  ao e x a m e  d i r e t o  em c a m p o  e s c u 
ro e d o i s  r e s u l t a d o s  n e g a t i v o s  f r e n t e  á 
r e a ç ã o  de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  d i r e t a .  Por 
o u t r o  lado, m e s m o  n os e x a m e s  c o m  r e s u l 
t a d o s  p o s i t i v o s ,  a q u a n t i d a d e  de l e p t o s 
p i r a s  c o n s t a t a d a s  n os a n i m a i s  i n o c u l a d o s  
c o m  a e s t i r p e  "B" foi s e m p r e  m u i t o  i n f e 
rior à q u e l a  o b s e r v a d a  piara _a e s t i r p e  
"fl-". Tal s i t u a ç ã o  poderia' ser i n t e r p r e 
tada c o m o  c o n s e q ú ê n c i a  das . d i f e r e n ç a s  
e x i s t e n t e s  n as d u a s  e s t i r p e s  t e s t a d a s ,  
q u a n t o  ao n ó m e r o  de p a s s a g e n s  r e a l i z a d a s  
no s i s t e m a  biológi-co e m p r e g a d o .  De fato, 
a o c o r r ê n c i a  de m o d i f i c a ç õ e s  na v i 
r u l ê n c i a  de a m o s t r a s  de C e p t o s p i r a s  
s u b s e q ü e n t e  a p a s s a g e n s  s u c e s s i v a s  em um 
d e t e r m i n a d o  s i s t e m a  b i o l ó g i c o  jà f o r a m  
a v e n t a d a s  ( 1 1 , 29).

P a r t i c u l a r m e n t e ,  no q ue .se refere 
aos r e s u l t a d o s  da reação' de i m u n o f l u o -  
r e c ê n c i a  d i r e t a ,  d e v e  também, ser c o n s i 
d e r a d a  a p o s s í v e l  i n f l u ê n c i a  do c o n j u 
g a d o  e m p r e g a d a ,  . p o i s ,  a d e s p e i t a  da 
r e a ç ã o  ser c o n s i d e r a d a  c o m o  t é c n i c a  
s o r o g r u p o  e s p e c i f i c a  (7) , . ‘o s ' e x a m e s  cí* 
i m p r e s s õ e s  de m a t e r i a i s  o b t i d o s  de a n i 
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m ais i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  " B ” , 
e m p r e g a n d o - s e  c o n j u g a d o  p r e p a r a d o  c o m  a 
e s t i r p e  "A “, f o r a m  i n v a r i a v e l m e n t e  m u i t o  
p o b res. E s t a  h i p ó t e s e  d e v e  ser c o n s i d e 
rada pois, P H A N E U F , 22  ( 1 3 7 0 ) ,  e s t u d a n d o  
c o m p a r a t i v a m e n t e  t é c n i c a s  de v i s u a l i 
za ção de l e p t o s p i r a s ,  c o n c l u i u  ser a 
r e a ç ã o  de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  d i r e t a  mai s  
s e n s i v e l  do que a t é c n i c a  de c o l o r a ç ã o  
por sais de p r ata.

A d e s p e i t o  da c o n s t a t a ç ã o  de d i f e 
r e nças nos r e s u l t a d o s  das t é c n i c a s  de 
v i s u a l i z a ç ã o  de l e p t o s p i r a s  a p l i c a d a s  ao 
t e cido renal dos a n i m a i s  t r a b a l h a d o s ,  a 
p r e s e n ç a  do m i c r o r g a n i s m o  foi c a r a c t e r i 
zada em todas as o p o r t u n i d a d e s ,  a t r a v é s  

de p e l o  m e n o s  uma das t é c n i c a s  u t i l i z a 
das, s e g u n d o  as duas e s t i r p e s  de L e p t o s -  
pir a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a  e m p r e 

gadas.
R e l a t i v a m e n t e  aos r e s u l t a d o s  das 

t é c n i c a s  de c u l t i v o  r e a l i z a d a s  c om os 
m a t e r i a i s  p r o v e n i e n t e s  dos a n i m a i s  i n o 
c u l a d o s  c om a e s t i r p e  "A", q ue a p r e s e n 
tava 39 p a s s a g e n s  em h a m s t e r s ,  c o n s t a 
t o u-se que a t é c n i c a  das d i l u i ç õ e s  s e 
ri adas foi s u p e r i o r  á da p i p e t a  P a s t e u r ,  
p a r t i c u l a r m e n t e  q u a n d o  o m e i o  de c u l t u r a  
c o n t i n h a  o a g e n t e  a n t i - m e t a b ó  l ico 5- 
f l u o r - u r a c i l '  na c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de 
100 micr o g r a m a s '  por m i l i l i t r o  de meio. 
Q u a n t o  ao m e i o  de c u l t u r a  a c r e s c i d o  de 
s u l f a t o  de n e o m i c i n a  na c o n c e n t r a ç ã o  de 
2 , 5  m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o  de meio, a 
d e s p e i t o  de não ter sido c o n s t a t a d a  
s i g n i f i c â n c i a  e s t a t í s t i c a ,  os v a l o r e s  
a b s o l u t o s  o b t i d o s  p a r a  o m e i o  t r a ta d o  
f o r a m  s e m p r e  i n f e r i o r e s  à q u e l e s  o b s e r v a 
dos em m e i o  de c u l t u r a  i s e n t o  de a g e n t e s  
a n t i m i c r o b i a n o s . A s u p e r i o r i d a d e  aqui 
o b s e r v a d a  p a r a  o m e i o  de c u l t u r a  a c r e s 
cido do 5 - f l u o r - u r a c i  l , c o n t r a s t a  c o m  as 
c o n c l u s õ e s  r e l a t a d a s  por RI5, 23 (1974), 
que r e f e r e  um p o s s i v e l  b l o q u e i o  do p o d e r  
de i n i b i ç ã o  de c o n t a m i n a n t e s  do 5 - f l u o r -  
u r a c i l ,  d e v i d o  ao e x t r a t o  de c a r n e  p r e 
s e nte na c o m p o s i ç ã o  do m e i o  de 

F l e t c h e r .
Q u a n t o  aos r e s u l t a d o s  o b t i d o s  a 

p a r t i r  dos c u l t i v o s  dos m a t e r i a i s  c o l h i 
dos dos a n i m a i s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  
"B ", que a p r e s e n t a v a  d u a s  p a s s a g e n s  em 
h a m s t e r s ,  c o n s t a t o u - s e  q ue a t é c n i c a  da 
p i p e t a  P a s t e u r  foi e q u i v a l e n t e  a das 

d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s  p a r a  os três t i pos de 
m e i o s  de c u l t u r a  u t i l i z a d o s ,  h a v e n d o  no 
e n t a n t o  um m e l h o r  c o m p o r t a m e n t o  p a r a  o 
m e i o  de c u l t u r a  a d i c i o n a d o  de 5 - f l u o r -  
ur a c i l .  Já p a r a  o m e i o  de c u l t u r a  a c r e s 
cid o  de s u l f a t o  de n e o m i c i n a  c o n s t a t o u -  
se a e x i s t ê n c i a  de um  p a t e n t e  e f e i t o  
i n i b i d o r  s o b r e  o c r e s c i m e n t o  da e s t i r p e  
de l e p t o s p i r a  e s t u d a d a ,  p a r t i c u l a r m e n t e  
para a t é c n i c a  de c u l t i v o  da p i p e t a  
P a s t e u r .  A e x i s t ê n c i a  de um e f e i t o  i n i 
b i d o r  da n e o m i c i n a  v a r i á v e l  c o n f o r m e  a

e s t i r p e  de l e p t o s p i r a  já foi r e f e r i d a  
(13, 20, 27). P r o v a v e l m e n t e  a c o n c e n t r a 
ção de t r a b a l h o  do s u l f a t o  de n e o m i c i n a  
p a r a  a e s t i r p e  "B" d e v e r i a  ter sido 
i n f e r i o r  a 2 ,5 m i c r o g r a m a s  por m i l i l i t r o  
de m e i o  de c u l t u r a .

As Fig. 1 e 2 d e m o n s t r a m  que, par a  
as dua s  e s t i r p e s  de l e p t o s p i r a  u t i l i z a 

das, h o u v e  uma m a i o r  f r e q ü ê n c i a  de i s o 
l a m e n t o s  f i r m a d o s  por o c a s i ã o  da p r i m e i 
ra s e m a n a  de c u l t i v o ,  c o m  m a i o r e s  v a 
l o res a b s o l u t o s  s e g u n d o  a t é c ni c a  da 
p i p e t a  P a s t e u r ;  s a l i e n t e - s e ,  c o n t u d o ,  
qu e  na s e x t a  s e m a n a  de c u l t i v o  f o r a m  
a i n d a  r e g i s t r a d o s  i s o l a m e n t o s  par a  as 
d u a s  a m o s t r a s  e m p r e g a d a s ,  f r e n t e  às duas 
t é c n i c a s  de c u l t i v o  e n s a i a d a s .  Tais r e 
s u l t a d o s  r e s s a l t a m  a i m p o r t â n c i a  de não 
s e r e m  d e s c a r t a d o s  os tubos de c u l t u r a  
n e g a t i v o s  a n t e s  da s e x t a  s e m a n a  de c u l 
tivo. Não pod e  ser e x c l u í d a  a p o s s i b i l i 
d a d e  de que a l g u n s  dos c u l t i v o s  r e f e r i 
dos c o m o  n e g a t i v o s ,  p u d e s s e m  a i n d a  r e v e 
lar a p r e s e n ç a  de l e p t o s p i r a s ,  cas o  
f o s s e  a m p l i a d o  o p e r í o d o  de o b s e r v a ç ã o  
u t i l i z a d o .  E s t a  a f i r m a t i v a  a p o i a - s e  i n 
c l u s i v e  nas o b s e r v a ç õ e s  de B R U 5 G E  & 
L Q UW, B ( 1 985) que r e f e r e m  i s o l a m e n t o s  
c o m  131 d ias de c u l t i v o .

E m b o r a  os m a t e r i a i s  p r o v e n i e n t e s  
dos a n i m a i s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  “B " 
t e n h a m  a p r e s e n t a d o  m e n o r  q u a n t i d a d e  de 
l e p t o s p i r a s  do que a q u e l e s  o r i g i n á r i o s  
de h a m s t e r s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  
“A ”, os r e s u l t a d o s  das dua s  t é c n i c a s  de 
i s o l a m e n t o  e n s a i a d a s  f o r a m  e s t a t i s t i c a 
m e n t e  i g u ais. E s t a  c o n s t a t a ç ã o ,  a l i a d a  à 
p r e c o c i d a d e  e à f a c i l i d a d e  da e x e c u ç ã o  
da t é c n i c a  da p i p e t a  P a s t e u r ,  s u b s i d i a m  
a sua i n d i c a ç ã o  c o m o  a l t e r n a t i v a  p ara a 
das d i l u i ç õ e s  s e r i a d a s ,  p a r t i c u l a r m e n t e  
q u a n d o  do e x a m e  de g r a n d e  q u a n t i d a d e  de 
m a t e r i a i s  .

As Fig. 1 e 2 t a m b é m  s a l i e n t a m  que, 
p a r a  as dua s  t é c n i c a s  de c u l t i v o  i n v e s 
t i ga d a s ,  h o u v e  d i f e r e n ç a  de c o m p o r t a m e n 
to c o n f o r m e  a e s t i r p e  t r a b a l h a d a ,  c o n s 
t a t a n d o - s e  u ma m a i o r  p r e c o c i d a d e  p ara a 
o b t e n ç ã o  de i s o l a m e n t o s  par a  a e s t i r p e  
"A", o que p o d e r i a  ser e x p l i c a d o  p ela 
m a i o r  r i q u e z a  em l e p t o s p i r a s  e v i d e n c i a 
das nos m a t e r i a i s  c o l h i d o s  dos a n i m a i s  
i n o c u l a d o s  c o m  e s t a  e s t i r p e ,  q u a n d o  

c o m p a r a d o s  aos e x a m e s  de v i s u a l i z a ç ã o  
a p l i c a d o s  aos m a t e r i a i s  c o l h i d o s  dos 
a n i m a i s  i n o c u l a d o s  c o m  a e s t i r p e  "B ".

0 m a i o r  n ú m e r o  de i s o l a m e n t o s  o b 
s e r v a d o s  p a r a  as d u a s  e s t i r p e s  e s t u d a d a s  
d u r a n t e  os p r i m e i r o s  15 d i a s  de c u l t i v o  
s a l i e n t a m  a i m p o r t â n c i a  da r e a l i z a ç ã o  de 
m a i o r  n ú m e r o  p o s s i v e l  de e x a m e s ,  dos 
c u l t i v o s ,  d u r a n t e  e s t e  p e r í o d o ,  a fim de 
que p o s s a m  ser e x e c u t a d o s  r e p i q u e s  para 
n o v o s  t u bos de m e i o  de c u l t u r a ,  s e m p r e  
q ue l e p t o s p i r a s  v e n h a m  a ser v i s u a l i z a 
das.
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TABELA 1 - E x a m e s  r e a l i z a d o s  no t e c i d o  renal de h a m s t e r s  i n o c u l a d o s  co m  a 
L e p t o s p i r a  i n t e r r o g a n s  s o r o t i p o  p o m o n a ,  e s t i r p e  "A", s e g u n d o  o 
n ò m e r o  do a n i m a l ,  o tipo de t é c n i c a  e m p r e g a d a  e a n a t u r e z a  do 
r e s u l t a d o .  S ão P a u l o ,  1387.

T E C N I C R

N U M E R O
P N I M R L

V ER  IFI Cf 
DE

D I R E T O

}CR0 Dfl P R E S E N Ç A  
L E P T 0 5 P IR RS

C 0 L 0 R R Ç A 0
P I P E T A
P A S T E U R

C U L T I V O

D I L U I Ç Õ E S
S E R I A D A S

L E V A D I T I  R I F D I 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1  I

1 P P P P P P P P P

2 P P P P P N P P P

3 P P P P P P P P P
4 P P P P P P P P P

5 P P P P P P P P P

6 P P P P N NR P P NR
7 P P P P N NR P P NR
8 P P P N N NR P P NR
9 P P P P N NR P P NR

1 0 P P P P P NR P P NR
1  1 P P P P P P P P N
1 2 P P P P P N P P P
13 P P P P P P N P P
14 P P P N P P P P P
15 P P P P P P P P P
16 P P P N P N P P P
17 P P P P P N P P P
18 P P P P P P P P P
19 P- P P P N P P P P
2 0 P P P P P P P P N
2 1 P P P P P N P P P
2 2 P P P P N N P P P
23 P P P P P P P P P
24 P P P N P P N P N
25 P P P P P P P P P
26 P P P N N N P P P
27 P P P P P P P P P
28 P P P N P N P P N
29 P P P P P P P P P
30 P P P N P P P P N

T O T A L # 3 0 / 3 0 3 0 / 3 0 3 0 / 3 0 2 3 / 3 0 2 3 / 3 0 1 7 /2 5 2 8 / 3 0 3 0 / 3 0 2 0 / 2 5

% P O S I T I V O S 1 0 0 1 0 0 1 0 0 76 , 6 76 , 6 6 8  , 0 93 , 3 1 0 0 80 , 0

* = P o s i t i v o s /E x a m i n a d o s  
P = P o s i t i v o  
N = N e g a  t i vo 

NR = Não r e a l i z a d o  
"fl" = E s t i r p e  c o m  39 p a s s a g e n s  em h a m s t e r s  e 15, em m e i o  de c u l t u r a  

R I F D  = R e a ç ã o  de I m u n o f l u o r e s c ê n c i a  D i r e t a
I = M e i o  de c u l t u r a  de F l e t c h e r  i s e n t o  de a g e n t e s  a n t i m i c r o b i a n o s

II = M e i o  de c u l t u r a  de F l e t c h e r  c o m  5 - f l u o r - u r a c i  l (10 0  m i c r o g r a m a s /m i l i - 
litro)

III = M e i o  de c u l t u r a  de F l e t c h e r  c o m  S u l f a t o  de N e o m i c i n a  (2,5 m i c r o g r a -  
mas/ m i l i l i t r o )

% = P e r c e n t a g e m
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SEMANAS

FIGURA 1 — Isolamentos de leptospiras através da técnica da pipeta Pasteur, a partir 
do tecido renal de hamsters experimentalmente inoculados com Leptos
pira interrogans sorotipo pomorn, segundo a estirpe e o momento da 
observação expresso em semanas após a semeadura. São Paulo,- 1987.
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FIGURA 2 — Isolamento de leptospiras através da técnica das diluições seriadas, a par
tir do tecido renal de hamsters experimentalmente inoculados com 
Leptospira interrogans sorotipo pomona, segundo a estirpe e o momento 
da observação expresso em semanas após a semeadura. São Paulo, 1987.
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P A 5 5 0 S , E.C.; V A 5 C 0 N C E L L 0 S  , 5 . 0.; IT0,

F.H.; Y A S U D A ,  P . H.; n U r M B E R G E R  J U 
NIOR, R. I s o l a t i o n  of l e p t o s p i r e s  
f r o m  the renal t i s s u e s  of h a m s t e r s  
e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  by Le ptospira 
interrogans s e r o v a r  pomona. U se of 
the P a s t e u r  p i p e t t e  and the s e r i a l  
d i l u t i o n  t e c h n i q u e s  and t h eir c u l t i 
v a t i o n  in F l e t c h e r ’s m e d i u m  a d d e d  
w it h  5 - f I u o r - u r a c i L  or n e o m y c i n  s u l 
fate. Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. 
Univ. 5. Paulo, 2 5 ( 2  3:221-235,1988.

SUMMARY: In o r d e r  to c o m p a r a t i v e l y  s t u d y  
the m e t h o d s  of “in v i t r o "  i s o l a t i o n  of 
l e p t o s p i r e s ,  the P a s t e u r ' s  p i p e t t e  and 
the s e r i a l  d i l u t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  
p e r f o r m e d  on the renal t i s s u e  s a m p l e s  of 

60 h a m s t e r s  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  
e i t h e r  by two s t r a i n s  of L e p t o s p i r a  
interrogans s e r o v a r  pomona, u s i n g  the 
F l e t c h e r ' s  m e d i u m  a d d e d  w i t h  100 
m i c r o g r a m s /mL of 5 - f I u o r - u r a c i  I or 2 . 5  
m i c r o g r a m s / m l  of n e o m y c i n  s u l f a t e .  The 
h a m s t e r s  w e r e  d i v i d e d  int o  g r o u p s  fl and 
B, the 30 a n i m a l s  of g r o u p  fl w e r e  i n o c u 
lated w i t h  a s t r a i n  of L e p t o s p i r a  that 
was p a s s e d  39 times in h a m s t e r s ,  and the 
r e m a i n i n g  30 a n i m a l s ,  i n o c u l a t e d  w i t h  a 
f i eld i s o l a t e  of L e p t o s p i r a  w i t h  o n l y  2 

p a s s a g e s  in h a m s t e r s .  T he h a m s t e r s  d i e d  
three to s e v e n  day s  a f te r  the 
i n o c u l a t i o n ,  or s a c r i f i c e d  in a g o n i c

state, and - the p r e s e n c e  of l e p t o s p i r e s  
in the renal t i s s u e  was c o n f i r m e o  by at 

l e ast one of the t h r e e  m i c r o s c o p i c  
e x a m i n a t i o n  p r o c e d u r e s :  d i r e c t
e x a m i n a t i o n  of the renal t i ssue 
s u s p e n s i o n  w i t h  dark f ie l d  m i c r o s c o p y ,  
L e v a d i t i ’s h i s t o l o g i c  s t a i n i n g  and the 
d i r e c t  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e c h n i q u e .  
The s p e c i m e n s  t a ken f r o m  the g r o u p  fl 
w e r e  f o u n d  to be r i c h e r  in the n u m b e r  of 
l e p t o s p i r e s  than the m a t e r i a l s  of g r o u p  
B. The r e s u l t s  of "in v i t r o "  c u l t i v a t i o n  
of l e p t o s p i r e s  v a r i e d  a c c o r d i n g  to the 
s t r a i n  of l e p t o s p i r e s  t e s t e d .  For the 
g r o u p  R, the s e r i a l  d i l u t i o n  t e c h n i q u e  
w as the m ost s e n s i t i v e ,  c o m b i n e d  wit h  
the use of 5 - f I u o r - u r a c i I . For the g r o u p
B, t h ere was not f o u n d  any s t a t i s t i c a l  
d i f f e r e n c e  at the a = 0 , 0 5  a m o n g  the 
i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s ,  h o w e v e r ,  the 
m e d i u m  a d d e d  w i t h  5 - f I u o r - u r a c i  I s h o w e d  
b e t t e r  r e s u l t s  (p < 0 , 0 0 1  and p =
0 , 0 2 4 ) ,  r e s p e c t i v e l y  for the P a s t e u r ' s  
p i p p e t e  and for the s e r i a l  d i l u t i o n  
t e c h n  i que .

UN ITERM5: L e p t o s p i r a  p o m o n a ,  i s o l a t i o n ;
R e n a l  t i s sue: R n t i m i c r o b i a L  
a g e nts; F l u o r a c i l :  N e o m v c i n ;
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