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ARRUDA, A.L. LEPTOSPIRAS PATOGENICAS EM CRIACOES ZOOTECNICAS DA
REGIAO DA SUBPREFEITURA CAMPO LIMPO, MUNICIPIO DE SAO PAULO E
SUAS POSSIVEIS IMPLICACCN)ES COM A EPIDEMIOLOGIA HUMANA DA
DOENCA. Sdo Paulo. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca

Alimentar e Ambiental no Agronegécio) - Instituto Biologico.

RESUMO

Os roedores sdo 0s principais reservatérios das bactérias do género Leptospira,
agente causador da leptospirose, importante zoonose que leva a 6ébito
aproximadamente 10% das pessoas infectadas. Em quase todos os animais de
sangue quente, apos a infeccdo aguda (leptospirose), pode haver a infeccdo cronica
(leptospiremia) que gera infertilidade e aborto. Este trabalho teve como objetivo geral
verificar a presenca de Leptospira spp. em animais de criacdo, em roedores e nas
matrizes ambientais de solo e 4gua em areas de agricultura urbana. Os estudos foram
realizados nos trés distritos administrativos da Subprefeitura Campo Limpo, Sé&o
Paulo, com alto nivel de infestacdo de roedores, que foram capturados por meio de
armadilhas tipo Tomahawk®. A sorologia de 70 animais de criacdo demonstrou que
48,6% foram sororeagentes para leptospirose, inferindo-se que os diferentes
sorovares de Leptospira causadoras da doenca estdo amplamente disseminados nas
areas avaliadas, com predominancia para Icterohaemorrhagiae, sorovar fortemente
relacionado a infeccdo humana e o mais prevalente nos roedores. Um nudmero
expressivo de aves foi sororeagente para Leptospira spp., também, para o sorovar
Icterohaemorrhagiae. Foram capturados 35 roedores com prevaléncia de R.
norvegicus, que foi a espécie mais frequente com positividade da bactéria pela técnica
de Polymerase Chain Reaction (PCR). O tamanho, idade e sexo de R. norvegicus nao
influenciaram a positividade para a presenca da bactéria Leptospira. Nao foi possivel
rverificar a relacdo entre as matrizes solo e agua contaminados com os animais de
criacdo infectados, uma vez que a técnica de PCR analisa amostras muito pequenas e
gue ndo espelham o que ocorre na area como um todo. Os casos de leptospirose
humana dentro do raio de 500m podem estar relacionados com as criacées de animais

infestadas por roedores.

Palavras-chave: agricultura urbana, leptospirose, roedores, zoonoses, contaminacao

ambiental.
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ABSTRACT

Rodents are the main reservoirs of bacteria of the genus Leptospira, causative agent of
leptospirosis, an important zoonotic disease that leads to death around 10% of infected
humans. In almost all warm-blooded animals, after acute infection (leptospirosis), there
may be a chronic infection (leptospiremia) that generates infertility and abortion. This
work aimed to verify the presence of Leptospira spp. on livestock, rodents and
environmental matrices of soil and water in areas of urban agriculture. The studies
were conducted in the three administrative districts of Subprefecture Campo Limpo,
S&o Paulo, with a high infestation of rodents, which were captured by Tomahawk®
traps. Serology of 70 livestock showed that 48.6% were serum reactive for
leptospirosis, and that the different Leptospira serovars causing the disease are
widespread in the evaluated areas, predominantly Icterohaemorrhagiae serotype
closely related to human infection is the most prevalent in rodents. A significant number
of poultry was serum reactive for Leptospira also to the serovar Icterohaemorrhagiae.
Thirty five rodents were captured with a prevalence of R. norvegicus, which was the
most common species with positivity of bacteria by the technique of Polymerase Chain
Reaction (PCR). The size, age and sex of R. norvegicus did not influence positively for
the presence of Leptospira. It was not possible to relate the relationship between the
matrices of contaminated ground and water with infected livestock, since for PCR
analyzes very small samples are used which do not reflect what happens in the area as
a whole. Cases of human leptospirosis within the 500m radius may be related to the

livestock infested by rodents. .

Key-words: urban agriculture, leptospirosis, rodents, zoonoses, environmental

contamination.
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1. INTRODUCAO

As préticas de criagdo, produgéo, processamento e distribuicdo de uma
grande diversidade de produtos alimentares que utilizam insumos e servigos de dentro
ou ao redor de regido urbana sédo conhecidas como agricultura urbana (MOUGEOT,
2005). Nas éareas periféricas das grandes cidades brasileiras ha locais com ocorréncia
dessa pratica; areas urbanas com diferentes criacbes animais, que de modo geral
ocorrem em locais com falta de infraestrutura e auséncia de saneamento adequado,
onde a populagéo apresenta baixo socioecondmico, sendo que ocorre no Municipio de
Sédo Paulo, conforme é corriqueiramente constatado pelas equipes de Vigilancia
Sanitaria e Ambiental do Municipio Sao Paulo (PMSP, 2015).

Na América Latina a leptospirose humana estd associada a populacdes de
baixo poder aquisitivo e seu controle esta relacionado com ampliacdo do saneamento
bésico, tratamento da agua para consumo humano, coleta e disposicdo do lixo
adequadas e melhor infraestrutura dos iméveis. Roedores como Rattus norvegicus e
Rattus rattus séo faciimente encontrados nessas condi¢cdes, animais com papel
fundamental para a cadeia da leptospirose (OLIVEIRA; ARSKY; CALDAS, 2013).

Sabe-se que o0 manejo ambiental e 0 uso de rodenticidas sdo medidas
indicadas para o controle de roedores (BRASIL, 2002). Para que o controle seja
realmente efetivo, é necessario o conhecimento do nivel de infestacdo do local, tanto
antes quanto apés o controle quimico. Entretanto, é preciso monitorar a ocorréncia de
casos de leptospirose nas areas tratadas a fim de avaliar, também, a eficacia do
controle. Para tanto, dados epidemioldgicos séo levantados e analisados pelos
servi¢os de vigilancia dos municipios (BRASIL, 2014).

A avaliacdo da presenca de Leptospira, bactéria causadora da leptospirose,
nos roedores ou no ambiente ndo é uma pratica comum as prefeituras, por
demandarem tempo, infraestrutura e cabedal humano. Porém, essas informagdes sdo
de especial importancia a fim de prever novos casos de leptospirose humana.

Os roedores possuem habitos gregéarios (BHARTI et al., 2003), o que pode
facilitar a transmissdo da doenca entre os animais de um mesmo grupo. Além da
avaliacdo de Leptospira em roedores é importante averiguar a presenca da bactéria
nas diferentes matrizes ambientais em condicbes adequadas, como pH neutro ou
levemente alcalino, umidade e sem exposicdo direta a raios solares. O sorovar
Pomona, por exemplo, pode permanecer viavel por até 180 dias, mas em solo seco a

bactéria permanece por 30 minutos. A bactéria morre rapidamente quando exposta ao



pH &cido, radiacdo solar e temperaturas inferiores a 7°C ou superiores a 37°C (SOTO
et al., 2007).

A investigacdo da presenca de bactérias do género Leptospira também é
importante em animais de criacdo/domésticos, levando em consideracdo as perdas
econbmicas quando o animal vem a 06bito ou sofre de infeccdo crénica que causa
infertilidade ou abortamento, nascimento de animais fracos ou natimortos (SANTOS,
2014). A leptospirose é considerada, também, uma zoonose de carater ocupacional,
pois atinge principalmente profissionais envolvidos na criagdo e na manutencdo da
produgcdo animal. O maior conhecimento sobre a presenca dessas bactérias em
animais domésticos e de pequenas criacbes auxilia no melhor conhecimento da
epidemiologia e prevencao da leptospirose (OLIVEIRA; ARSKY; CALDAS, 2013). A
falta destas informacdes pode comprometer o trabalho de prevencdo. Assim, este
trabalho busca levantar essas informagfes contribuindo com as medidas de manejo e

controle de roedores em areas de risco para a leptospirose humana e animal.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar a presenca de Leptospira
spp. em animais de criacdo, em roedores e nas matrizes de solo e agua, em area
urbana, na cidade de S&o Paulo.

Como objetivos especificos o trabalho foi planejado para:

Estimar a prevaléncia de animais de criagdo sororeagentes a Leptospira
patogénica e seus sorovares

Estimar a prevaléncia de roedores infectados por Leptospira spp.

Avaliar se a espécie de roedor, tamanho, idade e sexo se relacionam com a
presenca de Leptospira.

Estimar a prevaléncia de solo e &gua com a presenca de Leptospira spp.

Avaliar a relagdo entre matrizes de solo e agua contaminados com animais de
criacdo infectados

Determinar a possivel relacdo das areas com animais de criacao sororeagentes

a Leptospira com casos de leptospirose humana



3. REVISAO DE LITERATURA

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009),
93,1% da zona urbana brasileira tem o abastecimento de agua adequado. No Estado
de Séo Paulo, esse niumero sobe para 99,3%. A coleta e o tratamento do esgoto
sanitario atendem 80% da populagéo urbana brasileira e 91,1% da populagdo paulista.
A coleta de lixo doméstico em areas urbanas é de 98,2%. Esses dados indicam
condi¢bes de infraestrutura adequadas no Estado.

Em grandes cidades, o rapido e geralmente desordenado crescimento fazem
0s Orgdos publicos enfrentarem problemas com estabelecimento de edificacfes em
locais nem sempre adequados a construcdo civil, bem como torna ineficiente os
sistemas de saneamento, distribuicdo de agua potavel, tratamento de esgotos e coleta
do lixo para atender a demanda crescente (BRASIL, 1992; BRASIL 2002).

Embora a infraestrutura seja, muitas vezes, adequada na cidade de Sao Paulo,
existem locais na periferia e, especialmente em areas de invasdo, onde essa ndo é a
realidade. Em condi¢cdes de pouca ou infraestrutura ausente e saneamento basico e
coleta de lixo irregulares, favorecem estabelecimento e a proliferacdo de pragas
urbanas (JACOBI, 2006).

Entre as chamadas “pragas” urbanas, os ratos merecem destaque, pois as trés
espécies exodticas, principais encontradas nas cidades brasileiras, Rattus norvegicus
(ratazana), Rattus rattus (rato de telhado) e Mus musculus (camundongo), se adaptam
facilmente as diferentes condicdes ambientais urbanas e apresentam alta taxa
reprodutiva (GARCIA, 1998). A presenca destes animais representa Sérios riscos, pois
causam danos econdmicos e transmitem doencas a animais e aos humanos (ALVES,
1990).

As agOes que visam prevenir o0 estabelecimento e a proliferacdo de roedores
sdo chamadas, no seu conjunto, de procedimentos anti-ratizacdo. O controle desses
animais é feito por meio do manejo do ambiente, com a alteracdo das condicGes
fisicas e quimicas propicias ao seu estabelecimento, como impedir 0 acesso e reduzir
as oportunidades de abrigo e oferta de alimentos. (KEINER 2005; PAPINI, 2008).

O controle de roedores visa principalmente a espécie R. norvegicus, principal
espécie relacionada a transmissédo de leptospirose ao homem (GAUDIE et al. 2008;
KRAJGAARD et al., 2009). Em 2001, foram analisadas 600 ratazanas capturadas no
sudoeste da Inglaterra, constatando-se a presenca de Leptospira spp. em 14% dos
individuos. Na Turquia em Sunbul, estudos com 59 animais capturados na regido do
Mar Negro a prevaléncia da bactéria foi de 27,1% nos tecidos renais e 16,9% nos
tecidos cerebrais (MONTES, et al., 2002).



3.1. Ratazanas (Rattus norvegicus)

A ratazana é um rato de grande porte que pesa entre 150g e 600g e mede até
22cm de comprimento. Possui orelhas pequenas, focinho arredondado, membranas
interdigitais e cauda grossa medindo entre 16cm e 25cm. Vive em colbnias, uma
pequena colbnia tem entre dez a 26 individuos, sendo que o ndmero de individuos
depende da disponibilidade de abrigo e agua. Abriga-se, em geral, abaixo do solo,
cavando tocas, formadas por galerias ou tlneis, procriando nestes locais (POTENZA;
ZORZENON, 2006). Também é frequente sua circulagdo por galerias de esgoto e de
aguas pluviais, caixas subterraneas de telefone e margens de corregos, pois preferem
locais préoximos a fonte de alimento e agua, sendo favorecida pelo ambiente urbano
degradado por ocupacdes irregulares, sem infraestrutura de saneamento. Tem

preferéncia por alimentos ricos em proteina e gordura (MASI et al., 2009).

3.2. Rato de telhado (Rattus rattus)

Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) adulto tem em média 20cm de
comprimento, pesa entre 100 e 350g e a cauda é maior que a soma do tamanho da
cabeca e do corpo. E um hébil escalador. Tem preferéncia alimentar por frutas,
acucares e verduras (ALVES, 1990). Alguns autores alegam que essa espécie tem

pouca importancia na cadeia epidemiolégica da leptospirose (ESTEVES, 2005).

3.3. Camundongo (Mus musculus)

M. musculus (camundongo) € a menor espécie de roedor entre as trés
sinantropicas e é encontrado em quase todo o planeta (BRASIL, 2002). O adulto
chega a 9cm de comprimento e pode pesar 25g (MASI, 2009). Habita normalmente
interior de gavetas e armarios, onde costuma fazer seus ninhos, sendo conhecido
como praga intradomiciliar (MEEHAN, 1984). Essa espécie tem pouca importancia
como reservatério para Leptospira spp. (ROSSETTI; VANASCO; PINI, 2004)
(CORDEIRO, 1981).

3.4. Leptospirose

A leptospirose € uma zoonose de grande importancia para a salde publica.
Pode ser adquirida pelo contato com reservatdrios animais ou ambientes
contaminados por sua urina. A bactéria Leptospira tem distribuicdo mundial. E uma
bactéria helicoidal (espiroqueta) aerdbica obrigatéria, da qual se conhecem atualmente

14 espécies patogénicas, sendo a mais prevalente a Leptospira interrogans. A unidade



taxondmica basica é o sorovar (sorotipo). Mais de 200 sorovares ja foram
identificados, entre eles Leptospira interrogans e saproéfitas (Leptospiras nao
patogénicas) (BRASIL, 2013).

Os sorovares possuem hospedeiros especificos, conhecidos como reservatoério
ou hospedeiro mantenedor; as infecgcdes ocorrem em hospedeiros acidentais, nos
guais ocorre a infeccéo crénica nos tlbulos renais, levando-o a albergar a bactéria por
longos periodos (HUNDER, 2004). Qualquer sorovar pode determinar as diversas
formas de apresentagdo clinica no homem; no Brasil, o0s sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni frequentemente estdo relacionados aos casos
humanos mais graves (BRASIL, 2013).

A infeccdo em humanos é por contato direto com roedores, cées, gado ou por
contato indireto com a urina de animais infectados, ou ainda pelo contato com solo e
agua contaminados (OCHOA, 2000). A maior incidéncia ocorre em épocas chuvosas,
pois a dgua ajuda na disseminagao das bactérias. Os sinais e sintomas da doenc¢a nao
sdo especificos, 0 que dificulta o diagndstico, levando a 6bito aproximadamente 10%
das pessoas infectadas (SUPUTTAMONGKOL, 2010).

A leptospirose consiste em duas fases, a inicial que pode ser subclinica e a
secundaria, mais severa e com risco de morte, conhecida como ictericia infecciosa ou
Sindrome de Weil, apresentando quadro clinico com ictericia, insuficiéncia renal,
hemorragia, distarbios graves de volemia e até anemia progressiva (DEMINICIS;
MARTINS, 2014; GONCALVES et al., 1969). Cerca de 15% das pessoas infectadas
progridem para a fase secundéaria. Os sintomas podem variar tanto em humanos
quanto em animais dependendo do sorovar infectante (DEMINICIS; MARTINS, 2014).
A doenca causa ainda danos a economia, pois afeta bovinos e suinos, gerando
infertiidade e abortos. O aborto é devido a infeccdo crbnica, chamada de
leptospiremia, semanas apoés a leptospirose (OCHOA, 2000).

Por questdes socioculturais, mesmo em grandes cidades, existem criaces de
animais de pequeno porte e cultivo de vegetais para consumo e venda, inclusive na
cidade de S&o Paulo. Nos locais periféricos da cidade de Sao Paulo esta prética &
relativamente comum e é exatamente nessas areas onde existe precariedade de
infraestrutura urbana, auséncia de saneamento ambiental e falta de informagbes
acerca das condi¢cdes adequadas para a criagdo de animais e cultivo de vegetais. Sem
informacBes adequadas e em condicdes ambientais precérias, os animais ficam
suscetiveis a contaminacao por diferentes patdgenos, podendo comprometer a salude
humana. E sabido que a manutencdo de animais em condicdes inadequadas de
criacdo € um fator que favorece a disseminacdo da leptospirose, especialmente na
época das chuvas (MASI et al., 2009).



Pessoas envolvidas no manejo dos animais de criacdo, em particular aqueles
criados em desacordo com os principios de boas praticas, estdo mais sujeitas a
contrair determinadas enfermidades, como a leptospirose.

Nos trés Distritos Administrativos da Subprefeitura Campo Limpo do Municipio
de S&o Paulo, em 2012 foram confirmados 14 casos de leptospirose humana,
resultando em trés o6bitos (SINAN NET, 2014). No Brasil sdo raros os estudos
referentes a prevaléncia de ratazanas infectadas por Leptospira em areas de risco
para transmissao de leptospirose e ndo ha dados sobre a presenca dessas bactérias
nos compartimentos ambientais, 4gua e solo. Tampouco ha qualquer estudo desse
género nos locais com pouca ou henhuma infraestrutura sanitaria e de agropecuaria
urbana.

Destaca-se que ndo existe vacina humana eficaz contra a leptospirose, embora
haja vacina para animais, mas com baixa eficacia (BHARTI et al 2003; OCHOA, 2000).
O diagndstico humano muitas vezes é tardio, em funcdo dos préprios sintomas da
doenca que acabam por se assemelhar a outras patogenias mais comuns, 0 que
muitas vezes é o fator responséavel pela alta letalidade da doenca (SOARES et al.,
2010).

Diante da falta de infraestrutura urbana, saneamento basico, presenca de
roedores associados com habitos culturais de agricultura urbana, a vacina humana
ineficaz e o dificil diagnéstico da leptospirose, salienta-se a importancia do
levantamento epidemiolégico da doenga e zoossanitario nas areas dentro do perimetro
urbano da cidade de S&o Paulo.



4. MATERIAL E METODOS

O trabalho contou com apoio laboratorial da Unidade de Doengas Bacterianas
da Reproducdo, com a Unidade de Bioquimica Fitopatoldégica e com a Unidade de
Ecologia de Agroguimicos do Instituto Bioldégico, onde foram centralizadas as primeiras
acOes ap6s a colheita do material. Contou também com o apoio da Unidade de
Experimentacao do Instituto Biol6gico onde foram feitas as eutanasias e as necropsias

dos roedores ap0s as capturas.

4.1. Selecdo das areas de estudo

Os estudos foram conduzidos em areas de agricultura urbana nos trés Distritos
Administrativos (

Figura 1), Campo Limpo — 17, Capdo Redondo - 19 e Vila Andrade - 85, da
Subprefeitura Campo Limpo, Municipio de Sdo Paulo (23°32.0’S; 46°37.0'W). Regido
urbana, com aproximadamente 607.105 habitantes em uma area de 36,7 km? (PMSP,
2015).

As areas foram vistoriadas caracterizando o tipo de criacdo em cada local e o
numero de animais presentes (Tabela 1). Em seguida, foi aplicado um questionario
junto aos proprietarios (Anexo 1) e feitas observacdes com foco nas condi¢des
ambientais que favorecem a presenca de Leptospira spp.

Os animais presentes nas propriedades (Figuras 2 a 10) foram utilizados para
coleta do sangue e obtengdo do soro para exame laboratorial visando o

sorodiagnéstico para leptospirose.



Figura 1. Mapa do Municipio de S&o Paulo com os trés Distritos Administrativos da
Subprefeitura Campo Limpo em destaque.



10

Tabela 1 - Tipos de criagdo e metragem das propriedades estudadas em trés

Distritos Administrativos de Campo Limpo, Séo Paulo - SP, 2015.

Area Coordenadas Metragem Criac&o predominante
geograficas
A 23°38°21.84” S 1600m? Anseriformes (gansos)
(Figura 2) sl eiagr © Galinaceas
B 23°37'35.48” S 400m? Equinos
(Figura 3) 46°44'41.16°0 Bovinos
Galinaceas
C 23°37°32.61” S 800m* Bovinos
(Figura 4) HE AR AR Ovinos
Equinos
D 46° 47 27.67" O 1500m* Equinos
(Figura 5) 23° 38 55.89” S
E 46° 46’ 52.53” O 750m* Caprinos
(Figura 6) 23° 391 37.33% S Galinaceas
F 23°39'24.70" S 22m* Galinaceas
(Figura 7) 46°46'53.01"0 Anseriformes (ganso, patos,
marrecos e perus)
G 23°41’00.12” S 11m? Anseriformes (patos)
(Figura 8) B AR ST Galinaceas
H 23°40°23.10" S 1500m?® Equinos
(Figura 9) 46°47°22.85°0 Bovinos
Galinaceas
Anseriformes (Gansos,
patos, marrecos e perus)
[ 46° 47’ 50.90” O 17m? Galinaceas

(Figura 10)

23°41°19.23" S
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s

F]gura 2 — Area de estudo denominada corho A no Distrito Administrativo 17, Campo |
Limpo, S&o Paulo, SP.

Figura 3 — Area e estudo denorhinaé co B, no Distrito Administrativo 85, Campo
Limpo, S&o Paulo, SP.
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Limpo, S&o Paulo, SP.
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Figua 6 — Area d estudo de
Limpo, S&o Paulo, SP.

P, NIk

Figura 7 — Area de estudo denominada como F, no Distrito Administrativo 19, Campo
Limpo, S&o Paulo, SP.
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Figura 8 — Area de esdo denominada como G, no Distrito dinistrativo 19, Capo
Limpo, S&o Paulo, SP.

eI ‘ e ; = ..
Figura 9 — Area de estudo denominada como H, no Distrito Administrativo 19, Campo
Limpo, S&o Paulo, SP.



Figura 10 — Area de estudo denomlnada cmo I no Distrito Admlnlstratlvo 19, Campo
Limpo, S&o Paulo, SP.

4.2. Coleta para sorodiagndéstico de leptospirose

Cerca de 2mL de sangue foram colhidos de forma asséptica com seringa de
3mL e agulhas com calibre 0,8mm x 25mm, 0,55mm x 20mm e 13mm X 4,5mm, de
acordo com a espécie animal. O sangue coletado foi colocado em tubos a vacuo seco.
Apés aproximadamente uma hora em repouso, a temperatura ambiente, o soro foi
separado e transferido para tubos de centrifuga de 2mL que foram armazenados a -
20°C até o momento do processamento. As coletas de sangue foram acompanhadas
pela médica veterinaria, Juliane Cristina Barbosa de Aguiar Ferreira, CRMV- SP
11825.

42.1. Exame laboratorial das amostras clinicas

O exame, sorodiagnéstico para leptospirose foi realizado no Laboratério de
Doencas Bacterianas da Reprodugéo do Instituto Bioldgico, S&o Paulo. Foi utilizada a
técnica de soroaglutinacao microscépica (SAM) com antigenos vivos, empregada para
mensuracdo dos niveis de aglutininas para todas as amostras de soros. Foram
utilizadas 24 culturas vivas de sorovares de Leptospira spp. mantidas em meio liquido

de EMJH modificado (ALVES, 1995), com sete a dez dias de crescimento, livres de
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contaminagdo e de autoaglutinagcdo. A reacdo foi efetuada em microplacas de
poliestireno com 96 pocos, utilizando-se volume de 50uL de soro diluido inicialmente a
01h50min em solugéo salina tamponada de Sorénsen (pH 7,4) e adicionando-se 50uL
de antigeno, obtendo-se diluicdo inicial 1:100. Para determinacdo do titulo final de
aglutininas antileptospiras em cada soro, foram efetuadas diluicbes seriadas em
progressao geomeétrica de razdo dois em solucdo salina tamponada de Sorénsen (pH
7,4). As microplacas foram incubadas em estufa a 28-30°C por trés horas; seguindo-se
a leitura em microscopia de campo escuro seco, no aumento de 100 vezes,
observando-se a formacdo de aglutinagdes. O titulo do soro foi considerado como a
reciproca da maior diluicdo que apresentou 50% de leptospiras aglutinadas, o titulo
considerado reagente a partir de 1:100 (FAINE et al.,, 1999). Os antigenos vivos
incluiram os sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Grippotyphosa,
Wolffi, Hardjo, Andamana, Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo,
Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Hebdomadis, Javanica, Panama, Patoc,

Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Whitcombi e Sentot.

4.3. Captura de roedores

Os roedores foram capturados com armadilhas tipo Tomahawk® (Figura 11)
(30cm x 19cm x 19cm) colocadas nas areas de estudo. O esfor¢o de captura foi de 10
armadinhas/noite/area, as quais foram colocadas nas areas trés dias antes do inicio
da captura com o gatilho de acionamento. Como isca foram usados pedacos de bacon
e mortadela, para que os roedores pudessem se acostumar a elas e com isso evitar
interferéncia do comportamento inato de neofobia nas capturas. As capturas foram
realizadas, entéo, por quatro dias ndo consecutivos, compreendendo o esforco total de
captura de 40 armadilhas/noite/area. As armadilhas foram instaladas no meio da tarde,
por volta das 15 horas, e verificadas no dia seguinte pela manha, por volta das 9

horas.
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Figura 11 - Rattus norvegicus capturado em armadilha tipo Tomahawk®.

Apbs a captura os roedores foram colocados em uma armadilha limpa, sendo
aplicado o inseticida organofosforado diclorvds (DDVP) diluido em agua (seguidas as
instrucdes fornecidas pelo fabricante) para eliminacdo de possiveis ectoparasitas,
pulgas, carrapatos e acaros. As armadilhas foram acondicionadas em caixas plasticas
(Figura 12) cobertas com tule e transportadas em caminhonete com cagcamba aberta
até a Unidade de Experimentacdo — IB. Em todos os procedimentos foram adotadas
medidas de biosseguranca, de acordo com o Procedimento para Captura de Roedores
(Anexo 2).
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Figura 12 — Rato acondicionado em caixa plastica para transporte.

Antes do inicio do desenvolvimento do estudo, o projeto foi submetido ao
Comité de Etica e Pesquisa com Animais do Instituto Biolégico — CETEA IB para
avaliacdo das condicfes manutengdo e manipulagdo dos animais, obtendo aprovagéao
sob o numero CETEA/IB 123/12 (Anexo 3).

4.3.1. Eutanéasia dos roedores capturados

A eutanésia foi realizada na camera de CO, na qual a armadilha com o roedor
foi colocada no seu interior, exposto a um fluxo de 7L/min durante cinco a dez minutos,
até o animal ndo apresentar sinais vitais. Ap6s a eutanasia foram coletadas as
medidas biométricas e feita a identificacdo do sexo dos roedores.

Na necropsia foi aberta a caixa toracica, seccionada a artéria pulmonar, sendo
0 sangue extravasado coletado com seringas descartaveis de 3mL transferido para
tubos de ensaio de 10mL e deixado em repouso, a temperatura ambiente para
separacdo do soro. Logo apéds, o soro foi separado em micro tubo de plastico 2mL,
armazenado a -20°, para posterior andlise sorolégica (BEVILAQUA et al., 2004). Foi
aberto o abdome do roedor e removidos os rins, que localizam-se um de cada lado da
coluna vertebral na regido lombar. Para remocado foi utilizado pinca e tesoura. Os
orgaos foram armazenados em micro tubo de plastico 2mL a -20°C, para posterior

analise molecular na Unidade de Bioquimica Fitopatolégica — IB.
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4.3.2. Extracdo DNA dos rim dos roedores

Para extracdo total dos rins dos roedores foi utilizado o kit de extragédo
comercial RealiaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System (Promega, Madison-WI). Foi
utilizado uma amostra de 25mg do tecido renal, macerada com almofariz e pildo.
Adicionado 160uL de PBS a cada amostra e agitado por 5 segundos e acrecentado
20uL de Proteinase K (PK), adicionado 200uL de Lise Celular (CLD), vortexado por 10
segundos e incubado a 56°C durante 30 minutos em termobloco com shaker, para
digestéao.

Apo6s o periodo de digestéo foi adicionado 20uL da RNase A, misturado em vortex
por 10 segundos e colocado em termobloco com shaker a 56°C durante 10 minutos.
Foi retirado do termobloco e adicionado 250uL de tampéao de ligacdo (Binding Buffer -
BBA) agitado durante 10 segundos. Colocado em uma coluna de purificacdo Binding
ReliaPrep ™, transferido centrifugado por 1 minuto al4000rpm. Foi descartado o
sobrenadante, adicionado na coluna 500uL de solugdo de lavagem (CWD)
centrifugado por 2 minutos a 14000rpm. O procedimento foi realizado por mais duas
vezes no total de trés lavagens. A coluna foi colocada em um tubo novo de 1,5mL e
adicionado 200ul de Agua Nuclease-Free. Centrifugado por 1 minuto a 14000rpm. Foi
descartado a coluna, e DNA sobrenadante foi acondicionado a -20°C para posterior

utilizacao.

Condi¢cdes da PCR

Os primers (LipL32-270F (5-CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3) e
LipL32-692R (5’-CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3’)) amplificaram um produto
de 423 pb do gene codificador da lipoproteina LipL32. (LEVETT, 2005)

Para a amplificacdo foram feitas nas seguintes condi¢cbes: em uma reacéo total
de 25pL, foi adicionado 5uL de Buffer (concentracdo a 0,50Mm), 0,50uL de de dNTPs
a 10mM, 2,00uL de cada primer (concentracdo a 10Mm) e 0,2uL da enzima Green
GoTaq™ (Promega, Madison, WI) e completado com 13,8 pL H,O MiliQ estéril e
1,5uL de DNA.

4.4, Matrizes Ambientais

4.4.1. Deteccédo de Leptospira spp. no solo

As coletas de solo foram realizadas entre 8 e 25 de agosto de 2014 em dias

ensolarados e nublados, época de longa estiagem do ano. As amostras foram
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coletadas as margens de cdrrego, lago, ou qualquer fonte de agua presente na
propriedade, quando presente, e em locais sombreados onde ocorre o pastoreio e
descanso dos animais.

Em cada area selecionada foram coletadas, com trado (Figura 133), cinco
amostras de solo no periodo da manha na profundidade de 10cm, colocadas em sacos
plasticos, identificados (Figura 14). A quantidade de &gua presente no solo foi
determinada imediatamente logo apds a coleta a partir de amostras com 3g de meio,
em analisador infravermelho de umidade (METTLER LJ16) por 20 minutos & 120°C no

Laboratério de Ecologia de Agroquimicos — LEA IB.

Figura 13 — Trado.
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Figura 14 — Coleta de solo com trado.

No Laboratério de Bioquimica Fitopatologica. IB, foi feita a extracdo de DNA
encontrado nas amostras de solo com o kit PowerSoil® DNA Isolation. Foi colocado
0.25¢g de do meio coletado em tubos PowerBead e agitado delicadamente para ocorrer
a mistura do material. Foram adicionados 60uL de solugdo C1, que foi agitada por
10min, centrifugada por 30s a 14000rpm e transferido 500uL do sobrenadante para um
tubo coletor 2mL. Foram adicionados 250uL da solu¢do C2, agitada por 5s e incubada
por 5min a 4°C. Foram adicionados 200uL da solugdo C3, agitada brevemente,
incubada por 5min a 4°C, centrifugada por 1min a 14000rpm e transferidos 750uL do
sobrenadante para um novo tubo coletor 2mL. Foi agitada a solu¢cdo C4, adicionada ao
sobrenadante e agitada por 5s, em seguida colocados 675uL do sobrenadante no
filtro, centrifugado a 14000rpm por 1min e descartado o filtrado. O procedimento foi
repetido mais duas vezes em um total de trés cargas para cada amostra. Foram
adicionados 500ul da solugado C5, centrifugada por 30s a 14000rpm e descartada o

fluido filtrado. A seguir foi centrifugada por 3min a 14000rpm. Foi colocado o filtro em
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um novo micro tubo de plastico 2mL, adicionada a solucdo C6 e centrifugada a
14000rpm por 30s, o filtro foi descartado. O DNA foi acondicionado a -20°C para
posterior utilizagéo.

Para a amplificacdo do extraido do solo foram utilizados os mesmo primers
utilizados para amplificacdo do extraido dos rins nas seguintes condicdes: em uma
reagdo total de 25pL, foi adicionado 5L de Buffer (concentracdo a 0,50Mm) , 0,50uL
de de dNTPs a 10mM, 2uL de cada primer (concentracdo a 10Mm) e 0,1pL da enzima
Green GoTaq™ (Promega, Madison, WI) e completado com 14,4 pL H,O MiliQ estéril
e 1uL de DNA.

4.4.2. Deteccao de Leptospira spp. em agua.

As coletas de agua foram feitas em janeiro de 2015, e as amostras foram
obtidas de corregos, nascentes, pogas, lagos e bebedouros que os animais tinham
acesso por contato direto para dessedentacdo (Figura 15). As amostras foram
coletadas com uma “concha adaptada” (Figura 16) e colocadas em potes de vidro de

500mL. Ainda em campo foram medidos pH e temperatura. Apds a coleta as amostras

foram refrigeradas até ser feita a extracdo de DNA total.

Figura 15 — Agua empocada usada para dessedentacéo de animais de criaco.
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Figura 16 - Concha adaptada para coleta de 4gua de dessedentacédo de animais.

No Laboratério de Bioquimica Fitopatolédgica. 1B, foi feita a extragcdo de DNA
nas amostras de agua com o kit PowerWater® DNA Isolation. Foram filtrados 100mL
ou o que fosse filtrado em 10min de acordo com a turvagéo da agua, usando um filtro,
contendo membrana de 0,22 ou 0,45 um acoplado a um Kitassato acoplado em uma
bomba de vacuo (Tecnal, TE — 058). A membrana do filtro foi retirada com duas pinc¢as
estéreis e inserida no tubo 5mL PowerWater® Bead. Foi adicionado 1mL de solucdo
PW1 reagente que quebra as paredes celulares, inclui um detergente para ajudar a
remover material organico e inorganico (aquecida a 55°C e usada ainda quente) ao
Tubo PowerWater® Bead, e agitado por 5 minutos a velocidade maxima. Foi deixado
em repouso por 15 minutos, transferido o sobrenadante para um tubo limpo 2mL
Collection e centrifugado por 1 minuto a 14000rpm, novamente foi transferido o
sobrenadante para um tubo limpo 2mL Collection. Foram adicionadas 200uL de
solucdo PW2 para remover matéria organica e inorganica que ndo € DNA e
brevemente agitada e incubada a 4°C durante 5 minutos, apos foi centrifugada por 1
minuto a 14000rpm e o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo 2 mL
Collection. Foi adicionado 650uL de solucdo PW3 solucéo de alta concentracéo de sal
que deve ser aquecida a 55°C para diluicdo do precipitado e agitado. Foram
transferidos 650pL de sobrenadante para um filtro de silica e centrifugado por 1 minuto
a 14000rpm, O filtrado foi descartado. O procedimento repetido até que todo o
sobrenadante tenha sido filtrado sobre rotacéo. O filtro somente foi centrifugado por 2
minutos a 14000rpm. Foram adicionados 650uL da solugdo PW4 (solucdo de lavagem
a base de alcool) agitada e centrifugada por 1 minuto a 14000rpm, logo apoés foi
descartado o filtrado e adicionados 650puL da solugdo PW5 (solucdo de lavagem) e
centrifugada por 1 minuto a 14000rpm, o filtrado foi descartado e centrifugado por 2
minuto a 14000rpm para remover o residuo da lavagem. Foi colocado o filtro de silica
em um tubo coletor 2 mL limpo e adicionado 100uL da solucdo PW6 (tampao de
eluicdo estéril) e centrifugada por 1 minuto a 14000rpm. O filtro foi descartado e o DNA

foi acondicionado a -20°C para posterior utilizagéo.
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Para a amplificacdo do extraido da &gua foram utilizados mesmos primers
utilizado na amplificagdo do extraido dos rins nas seguintes condi¢cbes: em uma
reacao total de 25uL, foi adicionado 5uL de Buffer (concentragdo a 0,50Mm), 0,50uL
de de dNTPs a 10mM, 1,00uL de cada primer (concentracdo a 10Mm) e 0,2uL da
enzima Green GoTagq™ (Promega, Madison, WI) e completado com 15,8 pL H,O
MiliQ estéril e 1,5uL de DNA.

A amplificagdo do extraido dos rins, do solo e da agua foram feitas em
Termociclador T100™ Thermal Cicler (BioRad, Hercules — CA) condi¢bes de ciclagem
foram conforme descritas abaixo:

94°C — 2 minutos — desnaturacéo inicial

94°C — 15 segundos - desnaturaca

60°C - 30 segundos - anelamento 40X

72°C -30 segundos - extensdes

72°C — 4 minutos — extensdo final

12°C- por tempo indeterminado

Essa amplificacdo gerou um fragmento de 423pb que foram confirmados por

gel de agarose 0,8%.

4.5. Casos de leptospirose humana

Foi feito o levantamento junto ao banco do Sistema de Informacédo de Agravos
de Notificacdo (SINAN) do numero e localizacdo dos casos de leptospirose humana no
periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2015 para verificar se houve ocorréncia de
casos nas areas estudadas. O levantamento foi realizado em um raio de 500 metros a
partir de cada uma das é&reas estudadas. Os casos de leptospirose humana
encontrados neste raio foram marcados em mapas do Google Earth para facilitar a

analise dos dados.

4.6. Procedimento de biosseguranca

Armadilhas usadas para captura e outros materiais reutilizaveis que tiveram
contato com o0s roedores capturados foram autoclavados, lavados e secos para
reutilizagéo.

Todo o material usado na Unidade Experimental — IB foi autoclavado antes do

descarte, incluindo os cadaveres dos animais.



25

O material usado na coleta do sangue dos animais foi descartado em caixa
coletora para perfuro cortantes e encaminhados pela SUVIS Campo Limpo a Unidade

Bésica de Saude Vila Prel, para destinacédo final adequada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Animais de criacao

Duzentos e dez animais de criacdo foram registrados nas nove areas de
criacdo zootécnicas, a variacdo foi de 23 animais por area (a quantidade de animais
variou entre 13 na area D e 40 animais na area H), 12 equideos, 13 bovideos, dez

caprideos, cinco ovideos, 143 galinaceas e 27 anseriformes.

5.2.  Questionéario voltado pararisco de presenca de Leptospira spp.

Com base no questionario aplicado ao produtor e nas observacdes feitas
durante a vistoria foi possivel afirmar que todas as &reas séo de criacdo extensiva,
com pouca ou ausente infraestrutura. As propriedades identificadas como C, G, | e H
tem baia para os mamiferos e/ou viveiros para as aves. Somente as areas A e H tém
sala para racdo. Todas as areas tém mangueira para lavagem e energia elétrica,

somente as areas B e C ndo tém agua encanada (Figura 17).
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Figura 17 — Resultados obtidos pelo questionario aplicado aos proprietarios das areas
estudadas quanto a infraestrutura das propriedades.

A exploracdo econ6mica das areas estudadas € a criacao, venda de animais e
venda de produtos de origem animal, em pequenas escalas que acontecem has
redondezas. Em trés areas (E, F e H) a exploracdo econdmica € a atividade principal
exercida nas propriedades. Em outras quatro areas (A, B, C e G) essas atividades sdo
complementares para renda familiar, e nas demais (D e [) as atividades s&o
consideradas hobby (Tabela 2).

Em todas as areas 0s animais tém acesso a vegetacdo de ma qualidade (ervas
daninhas, capim sem controle de qualidade) que servem de alimentacéo, sendo o uso
de racdo feito para complementar a dieta. Nas areas D e H é feito 0o uso de
suplementacdo com vitaminas. Nas areas B, D, E, F, | a Unica fonte de agua sao
bebedouros. Na area A além dos bebedouros ha um lago e duas nascentes. Nas
areas C, G e H os animais tém acesso ao coérrego, onde desemboca o esgoto das
casas vizinhas (Tabela 2). O manejo reprodutivo utilizado na producao animal é feito

de forma natural.
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Tabela 2 - Condigbes em que animais sdo criados na regido da Subprefeitura Campo
Limpo, S&o Paulo, SP, 2014.

Identificacdo Vegetacdo Suplementacdo Bebedouros Lago e Acesso

da area de m& e uso de como fonte  nascentes ao
qualidade vitaminas de 4gua no local corrego

A + - + + -

B + - + - -

C + - + - +

D + + + - -

E + - + - -

F + - + - -

G + - + - +

H + + + - +

| + - + - -

+ Presenca / - Auséncia

Somente os animais da area D sdo vermifugados. Nenhuma das éareas faz
controle de helmintos, exames periédicos e uso de algum tipo vacinas nos animais.
Também ndo deixam os animais oriundos de outras localidades em quarentena. A
higiene e assepsia das instalacdes ndo sdo feitas. Em nenhuma das areas ha
isolamento de animais doentes. Em todas as areas foram encontrados lixo e
inserviveis e auséncia de controle de roedores nos locais, seja desratizagdo, seja anti-
ratizacao, sendo que em todas as areas ha presenca de roedores, bueiros proximos,
bem como estrutura das propriedades que favorece a procriacdo de roedores no local.

Destaca-se que 0s animais das areas B, C, D e H tém acesso a vias publicas.

5.3.  Amostras sanguineas dos animais de criagdo

Foram coletados no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2015, 70 soros
sanguineos de diferentes espécies animais, o que correspondeu a 33,3% do total de
animais presentes nas areas amostradas. S&o eles: equideos 10/70, bovideos 9/70,
caprideos 7/70, ovideos 4/70, galinaceas 28/59 e anseriformes 12/59 (Tabela 3).

Destes 70 soros, 48,6% (34/70) apresentaram soropositividade para
leptospirose. Somente em uma area (E) ndo houve animais sororeagentes para

leptospirose.
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O sorovar encontrado com maior frequéncia foi Icterohaemorrhagiae em 52,9% (18/34)
seguido de Butembo 20,6% (7/34), Pomona 11,8% (4/34), Copenhageni 5,9% (2/34),
Castellonis 2,9% (1/34).
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Tabela 3 - Animais cujos soros foram testados, por meio da técnica de
Soroaglutinagdo Microscopica, na regido da Subprefeitura Campo Limpo, Sdo Paulo,
SP, 2015.

Area Quantidade de Coletados Positivos Sorovar / Titulagéo
animais

A 4 anseriformes 1 - -
10 galinaceas 3 3 3 Icterohaemorrhagie(100)
B 1 equino 1 1 1 Icterohaemorragiae(400)+Castellonis(200)+Butembo(100)
4 bovinos 1 -
4 3

1 Butembo(100)

2 Icterohaemorragie (100)

C 7 Bovinos 6 5 1 Wolffi (100)+Hardjo(100)

1 Pomona(400)

1 Pomona(400)+Pyrogenes(100)
1 Icterohaemorragie(200)

1 Icterohaemorragie (100)

18 galinaceas

5 ovinos 4 2 1 Icterohaemorragie(100)+Pomona(100)
1 Castellonis(200)
2 equinos - - -
D 4 equinos 4 3 1 Icterohaemorragie(200)+Copenhageni(100)
1 Butembo(200)
1 Icterohaemorragie(100)
7 galinaceas -
E 10 caprinos 7 -
20 galinaceas 4 -
F 20 galinaceas 4 2 1 Icterohaemorragie(100)+Butembo(200)
1 Butembo(100)
6 anseriformes 5 1 1 Butembo (100)
G 2 anseriformes 2 2 1 Copenhageni(100)
1 Butembo(400)
12 galinaceas 5 2 1 Icterohaemorragie(100)
1 Butembo(100)
H 5 equinos 5 5 1 Icterohaemorrhagie(200) + Pomona(100) +
Australis(100) + Autumnalias(200) + Butembo(200) +
Castellonis(200)
1 Icterohaemorrhagie(400) + Pomona(100) +
Copenhageni(100) + Butembo(100) + Castellonis(100)
1 Icterohaemorrhagie(400) + Copenhageni(200) +
Butembo(100) + Castellonis(100)
1 Icterohaemorrhagie(800) + Pomona(100) +
Copenhageni(200) + Autumnalis(200) + Butembo(400)
+ Castellonis(100)
1 Icterohaemorrhagie(400) +
Conheageni(200) + Castellosnis(100)
2 bovinos 2 2 1 Icterohaemorrhagie(100) +
Hardjo(100)+Castellonis(100)
1 Icterohaemorrhagie(1600) +
Copenhageni(1600)+Castellonis(100)
18 galinaceas 2 1 1 Icterohaemorrhagie(100)
15 anseriformes 4 1 1 Icterohaemorrhagie(200)+Capenhageni(100)

| 38 galinaceas 6 1 1 Icterohaemorrhagie(400)+Copenhageni(100)
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A alta porcentagem de animais soropositivos para leptospirose (48,6%)
encontrados na regido de Campo Limpo, periferia de S&o Paulo, sendo que somente
uma area continha animais livres da bactéria, sinaliza uma problematica para os
produtores. E uma importante questdo econdmica para esses produtores, pois 0s
animais estao sujeitos a abortamento e/ou infertilidade de acordo com o sorovar. O
sorovar Hardjo, por exemplo, pode acometer bovinos, uma vez que é responsavel por
nascimentos de animais fracos e natimortos (DHALIWAL et al., 1996).

Os sororovares de maior importancia para saude a publica sao
Icterohaemorrhagie e Copenhageni, pois estéo relacionados aos casos mais graves de
leptospirose humana (BRASIL, 2013). Icterohaemorrahagie foi encontrado em 52,9%
dos animais analisados e Copenhageni em 5,9%. Os animais portadores podem
contribuir para a disseminacao das bactérias no meio ambiente e o contato do homem
com animais infectados € de grande importancia para transmissao (HIGGINS et al.,
1980). Devido a casos de infeccdo humana ao lidar com os animais, a leptospirose é
considerada uma doenca ocupacional (BRASIL, 1995). O sorovar Icterohaemorrhagie
€ de risco para a saude publica, uma vez que é um dos causadores mais comuns de
leptospirose humana (BRASIL, 2002).

Apesar de serem pouco estudadas, as aves podem ter importancia para o ciclo
da leptospirose (GUBLER, 2001). Dos anseriformes avaliados 33,3% (4/12) foram
positivos para leptospirose. Destes animais positivos, dois foram reagentes para o
sorovar Butembo, um para o sorovar Copenhageni e um para o sorovar
Icterohaemorrhagie. Das galinaceas avaliadas 42,8% (12/28) foram positivas para
leptospirose. Destes animais positivos oito (66,7%) foram reagentes para o sorovar
Icterohaemorrhagie e quatro (33,3%) para Butembo. Em um estudo de Caffarena et al.
(1989) 35% das galinhas reagiram para o sorovar Butembo, dados semelhantes ao

encontrado neste estudo.
5.4. Roedores

O esforco de captura foi de 360 armadilhas no periodo estudado. Foram
capturados 35 roedores (R. rattus e R. norvegicus), com um sucesso de captura de
9,7% dos animais capturados. O sucesso de captura esperado para roedores é em
média entre 10% a 20% (BRASIL, 2002). Diante disso, as capturas do presente
trabalho ndo foram eficientes, j& que o valor obtido foi 9,72%, média menor que o
esperado. O sucesso de captura pode ter sofrido interferéncia dos animais de criacao,
gue algumas vezes desarmaram as armadinhas, por curiosidade, no caso das aves

para pegar as iscas.
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Foram capturados cinco exemplares de R. rattus e 30 R. norvegicus nas nove
areas. Os rins de todos esses animais foram removidos, tendo sido realizada a
sorologia de dois R. rattus (capturados na area D) e dois R. norvegicus (capturados na
area A e B). Na area |, por conta do fim da criagdo dos animais, n&o foram capturados
nenhum roedor.

Os exemplares de R. rattus foram soronegativos para leptospirose. Em teste
que Esteves (2005) realizou em 27 R. rattus somente um apresentou positividade
(sorovar Icterohaemorrhagiae), mostrando que apesar do R. rattus ser potencial
reservatorio para Leptospira spp. tem pouca importdncia para a cadeia da
leptospirose.

Os exemplares de R. norvegicus foram soropositivos para 0 sorovar
Copenhageni com titulacdo 100 e o outro soropositivo para o sorovar Pomona com
titulacdo 400 (Tabela 4). As amostras de soro do R. norvegicus positivas confirmam a
afirmacdo de Almeida-Silva (2008) que R. norvegicus sao reservatérios mais
frequentes para Leptospira spp.

Todos R. norvegicus foram positivos na técnica de PCR (Figura 18) e dentre os
cinco R. rattus apenas dois foram positivos (Tabela 4). Do restante dos roedores ndo

foi feita a sorologia por quantidade de soro insuficiente.

Figura 18 — Duas amostras de DNA de rins de roedores e o controle positivo,
amplificacdo que gerou um fragmento de 423pb que foram confirmados por gel de
agarose 0,8%.
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Dos 30 R. norvegicus capturados,18 eram machos e 12 fémeas sendo que,
dentre os machos quatro ndo haviam atingido a maturidade sexual e 0 mesmo namero
de fémeas, também néo. Dentre os cinco R. rattus capturados foram identificados trés
fémeas e dois machos, sendo que, dentre as fémeas duas ja tinham atingido a
maturidade sexual e uma ainda ndo; todos os machos ja haviam atingido a maturidade
sexual.

Dos roedores capturados neste trabalho a maior quantidade (53,57%) foi de
machos adultos, com potencial para ser o individuo dominante. Por viver em grupos,
onde existe hierarquia, um ou mais individuos tanto do sexo masculino como do
feminino podem ser dominantes (MASI, 2009). Ratos dominantes sdo mais propensos
a consumir alimento direto da fonte (WHISHAW & WHISHAW, 1996), o que os torna
mais suscetiveis a entrar em armadilhas (DAVIS & CRISTIAN, 1958).

Os animais capturados tiveram tamanhos condizentes com o0s registros de
literatura. Em média o peso dos R. rattus capturados foi 125,5g e de 287,89 para R.
norvegicus, de forma que, independente do tamanho, ou se adultos ou jovens, R.

norvegicus € uma espécie de roedor que transmite a leptospirose igualmente.



34

Tabela 4 - Roedores capturados e testados por meio da Polymerase Chain Reaction

(PCR) para presenca de Leptospira spp. na regidao da Subprefeitura Campo Limpo,

Sao Paulo, SP, 2013 - 2015.

Area  Espécie capturada Sexo Positivo  Coletado soro para Positivo na
na PCR técnica de Sam técnica de SAM
A 1 Rattus rattus Fémea - -
5 Rattus norvegicus 3 Machos 3 1 Copenhageni (100)
2 Fémeas 2 -
B 1 Rattus rattus 1 Fémea - -
3 Rattus norvegicus 1 Macho 1 -
2 Fémeas 2 1 Pomona (400)
C 4 Rattus norvegicus 4 Machos 4 -
D 3 Rattus rattus 2 Machos 1 1 -
1 Fémea - 1 -
2 Rattus norvegicus 1 Macho 1 -
1 Fémea 1 -
E 3 Rattus norvegicus 2 Machos 2 -
1 Fémea 1 -
F 5 Rattus norvegicus 4 Machos 4 -
1 Fémea 1 -
G 4 Rattus norvegicus 2 Machos 2 -
2 Fémeas 2 -
H 4 Rattus norvegicus 1 Macho 1 -
3 Fémeas 3 -

5.5. Matrizes Ambientais

5.5.1. Solo

O teor médio de umidade das amostras de solo de cada area estudada variou
de 20,34% a 41,68% (Tabela 5).
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Tabela 5 - Quantidade de agua presente no solo coletado no més de agosto de 2014,
em trés distritos administrativos da cidade de S&o Paulo, SP.

Identificacdo/Area  Volume médio de solo (g) Porcentagem média (%)
A 3,00 31,66
B 3,00 26,05
C 3,00 41,68
D 3,00 27,04
E 3,00 27,14
F 3,00 20,34
G 3,00 22,34
H 3,00 37,54
I 3,00 25,12

Foram positivas pela técnica de PCR 4,44% das amostras de solo (2/45), uma
amostra coletada na area G com o teor de umidade 25,41% e uma amostra da area H
com o teor de umidade de 21,09%. Nas duas areas foram obtidos animais de criacao
sororeagentes para leptospirose e encontrados roedores positivos para Leptospira
spp.

O teor de umidade do solo é um fator determinante para presenca de
leptospiras viaveis. E mais frequente encontrar leptospiras em locais onde a umidade
€ igual ou superior a 65% (HENRY & JOHNSON, 1978). A presenca da bactéria esta
altamente relacionada com a umidade, tendo maior nimero de casos de leptospirose
humana em épocas chuvosas, mesmo que as chuvas sejam no outono como litoral
atlantico nordestino, época com maior ocorréncia de casos de leptospirose humana
(PAULA, 2005). As amostras de solo coletadas neste trabalho foram feitas no periodo
de seca e em locais com solo umido, mas, no entanto, em nenhuma amostra o teor de
umidade foi igual ou superior a 65%. O fato de ter sido encontrada a bactéria em duas
amostras esté ligada a técnica utilizada, PCR, que detectou o DNA, independente de
estarem vivas ou mortas. Desta forma, mesmo com o substrato seco, as bactérias
foram detectadas por ter havido contamina¢do em periodo anterior.

As duas areas em que a bactéria foi detectada por PCR houve animais
sororeagentes. No entanto, as matrizes avaliadas das demais areas, mesmo sem a
deteccdo das bactérias, também apresentaram animais sororeagentes. Infere-se,
desta maneira, que a avaliacdo de matrizes proposta neste trabalho, nem sempre é
confiavel para a detecgdo de bactérias. Em um primeiro momento, a técnica de PCR

detecta a presenca da bactéria em areas secas, porém, pelo fato das analises serem
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realizadas em amostras pequenas, no caso deste estudo 3,0 g de solo, ndo é possivel

afirmar que amostras negativas para a bactéria espelhem a contaminacéo da area.

5.5.2. Agua

Foram positivas pela técnica de PCR 13,33% das amostras de 4gua (6/45) em
guatro areas (A, D, E e G). As areas A e G foram positivas em duas amostras e as
areas D e E foram apenas em uma (Figura 19). As amostras positivas foram coletas
em nascente, lago, cérrego, bebedouros, calha e 4gua empocada. O pH das amostras

positivas variou entre 6,8 a 8,0 e a temperatura foi entre 20°C a 24°C (Tabela 6).

Quantidade de amostras

S B N W B~ U1 O

A B C D E F G H |

Areas estudadas

W Positivo M Negativo

Figura 19 — Presenca e auséncia de Leptospira spp. em amostras de 4gua das areas
de estudo na regido da Subprefeitura Campo Limpo, Sdo Paulo, SP, 2015.

Tabela 6 — Condi¢des fisico-quimicas das amostras de Agua positivas para presenca
de DNA de Leptospira spp. no momento da coleta, regido da Subprefeitura Campo
Limpo, S&o Paulo, SP, 2015.

Area Amostras Local coletado pH Temperatura
positivas

A 2 1 Nascente 6,8 22°C

1 Lago 6,8 21°C
D 1 1 Corrego 6,6 24°C
E 1 1 Bebedouro 7,8 20°C
G 2 1 Calha 8,0 22°C

1 Agua empogada 7,9 22°C

A veiculacao hidrica tem grande importancia para a transmissdo de leptospirose
(ANDRADE; BRANDAO, 1987), as condi¢cdes ideais para a bactéria em agua séo
temperatura préxima a 28°C e pH neutro ou levemente alcalino (PERRY; HEARDY,
2000). Foi encontrado DNA de Leptospira spp. em 13,3% das amostras de 4gua, onde
a temperatura estava entre 20°C e 24°C e o pH variou entre 6,6 e 8,0, chamando

atencao para importancia da a4gua na transmissao nessas areas, onde 0s animais e as
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pessoas envolvidas no manejo tém contato direto com essa matriz. Acredita-se que
foram encontradas amostras de agua positivas com temperatura diferente da ideal, por
conta da técnica de PCR detectar DNA e ndo a bactéria viavel.

Em uma area (E) ndo foram obtidos animais sororeagentes para Leptospira spp.,
no entanto, foi encontrada uma amostra de agua positiva, podendo ser leptospiras
ambientais, 0 que ndo ameniza a importancia dos roedores na contaminacdo de
matrizes ambientais, sendo que em todas as areas estudadas foram encontrados

roedores positivos para Leptospira spp.
5.6. Casos de leptospirose humana

Durante o periodo deste estudo foram dez casos de leptospirose humana com
6bito confirmado, dentro de um raio de 500m das areas estudadas (Figuras 20 a 29),
nos trés distritos administrativos da regido de Campo Limpo, cidade de S&o Paulo, SP,
Brasil (SINAN NET, 2015).

Dos dez casos de leptospirose humana foi possivel obter informacdes a
respeito de trés casos que foram sororeagentes pela técnica de SAM; um para 0s
sorovares Autumnalis com titulacdo 3200 e Copenhageni com titulacdo 1600, um para
Australis com titulacdo 1600 e Autumnalis com titulagdo 800 que estdo proximos a
area C (Figura 22) e Cynopteri com titulagdo 100 proximo a area H (Figura 27). O
banco de dados consultado somente menciona até dois sorovares, ou seja, agqueles
gue tiveram as titulagcdes mais altas (SINAN, 2015). Os sorovares encontrados nos
casos humanos foram diferentes dos encontrados nos animais nas areas proximas. E
importante levar em conta que a técnica de SAM pesquisa anticorpos, e esta
relacionado com o sistema imunoldgico do individuo, que muda de acordo com o
organismo, espécie e condicfes em gue se vive. Comparar o sorovar ndo € suficiente
para relacionar ou descartar os casos de leptospirose animal e humana.

Casos de leptospirose humana ocorreram em 66,7% dos limites de éarea
avaliados (raio de 500 m) a partir das 4reas com animais de criacdo. Dentre as areas
com casos de leptospirose humana, apenas uma area de estudo nado criava animais
mamiferos (area G), somente aves. Nos demais areas que nao tiveram casos de
leptospirose humana dentro do raio avaliado (33,3%) predominaram em areas de
criacdo com aves.

O papel dos roedores na epidemiologia da doenca, principalmente R.
norvegicus se torna ainda mais importante com estes resultados. O Sistema de Saude
do municipio deve, desta forma, dar atencdo redobrada ao controle de roedores em

areas de agricultura familiar, além de educar os produtores para o problema da



38

doenca que pode afetar tanto os animais de criacdo, quanto ao ser humano que vive

nas redondezas.

altitude do’ponto 2330.km

Figura 20 — Mapa da area A com nenhum caso de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,
SP.
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Figura 21 - Mapa da area B com os caso de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, Sédo Paulo,

SP. Um caso em 2013(£) e um caso em 2014 (#%).
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Figura 22 - Mapa da area C com 0s casos de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regiao da Subprefeitura Campo Limpo, Sao Paulo,
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Figura 23 - Mapa da area D com um caso de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,

SP. Um caso em 2014 (g).
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Figura 24 - Mapa da area E com o0s casos de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,

SP. Um caso em 2013 (#) e um em 2014 (#*).
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Figura 25 - Mapa da &rea F com nenhum caso de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,
SP.
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Figura 26- Mapa da area G com o0s casos de leptospirose em um raio de 500m
humana no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura

Campo Limpo, S&o Paulo, SP. Um caso em 2013 (g) e um caso em 2014 (3).
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Figura 27 - Mapa da area H com os casos de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,

SP. Um caso em 2014 (g).
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Figura 28 - Mapa da area | com nenhum caso de leptospirose humana no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2015, regido da Subprefeitura Campo Limpo, S&o Paulo,
SP.
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Figura 29 — Mapa com todos os casos de leptospirose humana no periodo de janeiro
de 2013 a janeiro de 2015, préximos as nove areas dentro do raio de 500m, regido da

Subprefeitura Campo Limpo, Séo Paulo, SP. Casos 2013 (Q) e 2014 (!).
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CONCLUSOES

Dos 70 soros de animais de criacdo avaliados, 48,6% foram sororeagentes
para leptospirose, inferindo-se que os diferentes sorovares de Leptospira spp.
causadores da doenca estdo amplamente disseminadas em animais de criacdo em
areas de pecuaria urbana na regido da Subprefeitura Campo Limpo, cidade de S&o
Paulo.

Leptospira Icterohaemorrhagie foi sorovar mais frequente em animais de
criacao.

Um numero expressivo de aves foi sororeagente para Leptospira
principalmente para o sorovar Icterohaemorrhagiae com titulagdo entre 100 a 400 em
galinaceas e Butembo, menos frequente, com titulos entre 100 a 400 em anseriformes.

As sorologias de R. rattus ndo foram sororeagentes para Leptospira spp., ao
contrario de R. norvegicus, cujos soros dos animais testados foram todos reagentes.

A andlise da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) detectou
positividade para todos os R. norvegicus capturados (30 animais) e somente dois R.
rattus, de cinco animais capturados, confirmando a capacidade da primeira espécie
como transmissor da doenca.

O tamanho, idade e sexo de R. norvegicus ndo influenciaram a positividade
para a presenca da Leptospira spp.

N&o foi possivel relacionar as matrizes solo e agua contaminados com o0s
animais de criacdo infectados, uma vez que a técnica de PCR analisa amostras muito
pequenas e que ndo espelham o que ocorre na area como um todo.

Os casos de leptospirose humana dentro do raio de 500m das areas avaliadas
podem estar relacionados com as criagbes de animais, em especial criacbes de
animais mamiferos, pelo fato dos animais estarem infectados por Leptospira spp., 0S
roedores presentes nessas areas podem servir como reservatorio da doenca e

dissemina-las para propriendades vizinhas.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Questionario voltado para risco de presenca de Leptospira spp.:

1. Tipo criagao?
Animais encontrados na propriedade.
2. Baia para mamiferos?
Sim ou néo.
3. Viveiros para as aves?
Sim ou néo.
4. Sala pararacao?
Sim ou néo.
5. Mangueira para lavagem?
Sim ou ndo.
6. Energia elétrica?
Sim ou ndo.
7. Agua encanada?
Sim ou néao
8. Exploragdo econdémica?
Extensiva, semi-intensiva ou intensiva.
9. Vegetacao de boa qualidade?
Sim ou néo.
10. Uso de vacinas nos animais?
Sim ou ndo.
11. Suplementos alimentares na alimentagéo dos animais?
Sim ou né&o.
12. Uso de vitaminas nos animais?
Sim ou ndo.
13. Bebedouros na propriedade?
Sim ou ndo.
14. Acesso dos animais a cOrrego ou esgoto?
Sim ou néo
15. Vermifulgagéo e controle de helmintos nos animais?
Sim ou néo.
16. Exames periédicos nos animais?
Sim ou néo.

17. Higienizacao do local de criacdo?



Sim ou néo.
18. Presenca de lixo e inserviveis nas propriedades?
Sim ou néo.
19. Controle de roedores?
Sim ou néo.
20. Acesso dos animais a vias publica e a bueiros?
Sim ou néo.
21. Estrutura do imével favorece a procriagdo de roedores?

Sim ou néo.
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Anexo 2 — Procedimento de captura de roedores.
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Prefeitura do Municipio de S&o Paulo
Secretaria Municipal da Satude
Coordenadoria Regional de Salde Sudeste

SUVIS Vila Mariana / Jabaquara

PROCEDIMENTO PARA CAPTURA DE ROEDORES

1. OBJETIVO
Indicar o procedimento seguro a ser seguido para captura de Rattus norvegicus.

2. SEGURANGA DO TRABALHADOR

Uso de uniforme de trabalho constituido de calga comprida, calgado fechado anti-derrapante e
camiseta, boné e éculos com protecdo UV) e de EPI composto por avental descartavel, mascara para
particulas PFF2, luvas de expurgo e luvas de procedimento, luvas nitrilica e mascara para particula (PFF2)
com filtro quimico

Vacinas anti-rabica e anti-tetanica atualizadas.

3. MATERIAIS

Armadilhas, pingas, caixas plasticas, bandejas plasticas, frascos de vidro com tampa contendo
alcool etilico 70%, pulverizadores plasticos manuais 500 mL, recipiente para preparo da calda de DDVP,
DDVP, agua (para preparo da calda), proveta graduada, etiquetas para identificagdo de espécimes e de
ectoparasitas, caneta, lapis, planilha de identificacdo dos animais, clipe de ago, fita adesiva, sacos
plasticos pretos, sacos plasticos autoclavaveis, tunil.

4. PROCEDIMENTO
4.1 Usar uniforme de trabalho
Selecionar locais com alta infestagao de roedores
Solicitar autorizagéo do municipe (se for o caso) para colocagéo das armadilhas

4.2  Usar uniforme de trabalho e luvas de procedimento
Colocar armadilhas desarmadas durante 7 dias para que os animais se acostumem ao novo objeto.
Colocar armadilhas armadas contendo alimento no final da tarde
Apbés 12 horas da colocagdo verificar as armadilhas (possibilidades: perda de armadilha,

armadilhas vazias, armadilhas com animais capturados)

4.2.1 Armadilhas Vazias

SUVIS Vila Mariana-Jabaquara
Rua Carlos Gerolomo Ménaco, 169 Vila Mariana, Séo Paulo, SP CEP: 04121-050
Fone: (11) 5575 1964, 5084 5372, 5083 5241
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Prefeitura do Municipio de S&o Paulo
Secretaria Municipal da Saude
Coordenadoria Regional de Salde Sudeste

SUVIS Vila Mariana / Jabaquara

Usar uniforme dc; trabalho e luvas de procedimento

Desarmar as armadilhas

Retirar o alimento

Recolocar armadilha no final da tarde seguindo o procedimento 4.2

4.2.2 Armadilhas com Animais Capturados

Usar uniforme de trabalho

Colocar avental descartavel sobre o uniforme de trabalho

Colocar méscara para particulas PPFF2, 6culos de seguranga e luvas de procedimento (NESTA
SEQUENCIA)

Colocar luvas nitrilica sobre as luvas de procedimento

Preparar 101mL de calda de DDVP é necessério colocar 100mL de &gua, medida em proveta,e
adicionar 1mL de solugéo aquosa de DDVP, usar medidor da embalagem e coloca-la em pulverizador
plastico de 500 mL

Cobrir a armadilha com saco plastico preto, coloca-la sobre uma bandeja plastica e remové-la do
local levando-a para a cagamba da viatura

Esperar o animal se acalmar

Retirar as luvas nitrilicas

Colocar as luvas de expurgo (sobre as luvas de procedimento)

Remover o saco plastico preto

Colocar sobre a armadilha um pedago de tunil e prendé-lo sob a bandeja plastica

Colocar saco plastico preto parciaimente sobre o tunil

Esperar o animal se acalmar

Aspergir, pela lateral, < de calda de DDVP com pulverizador manual de 500 mL (procurando
néo atingir os olhos do animal)

Esperar o animal se acalmar

Remover o saco plastico preto (deixar o tunil) e coloca-lo em saco de lixo para descarte

Esperar o animal secar (+ 20 min)

Remover o tunil e coloca-lo em saco de lixo para descarte

Tirar a armadilha da bandeja plastica e coloca-la na caixa plastica

Cobrir a caixa plastica com tunil e saco plastico preto

Recolher, com pinga, os ectoparasitas que ficaram na bandeja plastica e coloca-los em frasco de

vidro com tampa contendo alcool etilico 70%

SUVIS Vila Mariana-Jabaquara
Rua Carlos Gerolomo Ménaco, 169 Vila Mariana, Sdo Paulo, SP CEP: 04121-050
Fone: (11) 5575 1964, 5084 5372, 5083 5241
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Prefeitura do Municipio de Séo Paulo
Secretaria Municipal da Satde
Coordenadoria Regional de Salde Sudeste

SUVIS Vila Mariana / Jabaquara

Colocar a bandeja ;‘)léstica em saco plastico preto para lava-la no IB

Identificar o animal capturado numerando-o e anotando em planilha data e local da captura, sexo,
condi¢bes aparentes

Identificar o frasco com ectoparasitas, usar o mesmo nimero do animal

Retirar as luvas de expurgo e coloca-las em saco pléstico para higienizagéo no IB

Retirar o avental descartavel e coloca-lo em saco plastico autoclavavel

Retirar os 6culos de seguranga e coloca-lo em saco plastico para higienizagéo no 1B

Retirar a mascara PFF2 e guardé-la em envélucro préprio

Levar o animal capturado até o IB

Encaminhar os ectoparasitas para identificagéo (SUVIS, CCZ)

Se a armadilha estiver suja, trocar o animal de armadilha apés o banho de DDVP, secagem, recolhimento
dos ectoparasitas e identificagéo do animal e do frasco com ectoparasitas, seguindo as etapas abaixo

Retirar a armadilha suja da bandeja plastica e coloca-la sobre o chéo.

Sobre o solo (NAO FAZER ESTE PROCEDIMENTO SOBRE A CACAMBA DA VIATURA), colocar
a armadilha com o animal capturado frente a frente com armadilha limpa e prendé-las com clipe de ago

Levantar a abertura da armadilha limpa, depois levantar a abertura da armadilha onde se encontra
o animal

Estimular o animal a trocar de armadilha, batendo levemente onde ele se encontra

Apbs o animal se deslocar, fechar primeiro a abertura da armadilha suja € em seguida a abertura
da armadilha limpa, onde agora se encontra o animal

Tirar o clipe e soltar as armadilhas

Colocar a armadilha com o animal na caixa plastica

Cobrir a caixa plastica com tunil e saco plastico preto para encaminhamento ao 1B

Retirar as luvas de expurgo e coloca-las em saco plastico para higienizagéo no 1B

Retirar o avental descartavel e coloca-lo em saco plastico autoclavavel

Retirar os 6culos de seguranga e coloca-lo em saco plastico para higienizagéo no 1B

Retirar a mascara PFF2 e guarda-la em envélucro préprio

5. ENTREGA DOS ANIMAIS NO 1B

Colocar avental descartavel novo, luvas de procedimento (novas) sob luvas de expurgo limpas,
éculos de seguranga limpos e a méscara para particulas PFF2

Levar as caixas plasticas, contendo as armadilhas, cobertas por saco plastico preto até a entrada
SUVIS Vila Mariana-Jabaquara
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da quarentena

Entregar os animais para o funcionario na quarentena

Ap6s retirada da armadilha cobrir a caixa plastica com tunil e saco plastico preto

Levar as bandejas e as caixas plasticas para higienizagao na area externa protegida do Biotério

Na area externa protegida do Biotério remover o saco plastico preto e o tunil das caixas e coloca-
los em saco de lixo para descarte

Coletar ectoparasitas presentes e coloca-los em frasco de vidro identificado (com o mesmo nimero
do roedor) contendo alcool etilico

NAO RETIRAR O EPI (avental descartavel, luvas de procedimento sob luvas de expurgo, éculos de
segurancga e a mascara para particulas PFF2)

6. HIGIENIZAGAO DAS BANDEJAS E CAIXAS PLASTICAS PRETAS
Retirar as luvas de expurgo
Retirar os 6culos de seguranca e coloca-los em recipiente para posterior higienizagéo
Retirar a mascara PFF2
CONTINUAR USANDO O AVENTAL DESCARTAVEL E AS LUVAS DE PROCEDIMENTO
Colocar a mascara para particulas no envélucro préprio
Recolocar as luvas de expurgo sobre as luvas de procedimento
Lavar as caixas e bandejas com agua e sabao
Deixar na area externa protegida para secar

7. HIGIENIZAGCAO DAS LUVAS DE EXPURGO E OCULOS DE SEGURANGA

Retirar as luvas de expurgo

Colocar luvas de latex sobre as luvas de procedimento para lavar as luvas de expurgo com agua e
sabao

Deixar as luvas de expurgo para secar na érea externa protegida do Biotério

Retirar as luvas de latex e limpar os 6culos de seguranga com agua e sabdo, enxaguar com
bastante agua, secar com pano limpo e macio e guardar em recipiente préprio.

Retirar o avental descartavel e as luvas de procedimento (NESTA SEQUENCIA) e coloca-los em

saco pléastico autoclavavel

SUVIS Vila Mariana-Jabaquara
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Anexo 3 - Certificado do CETEA.
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CETEA - IB

Registro

Numero : 123/12
Livro : 02
Folha : 23

Data: 24/07/13




