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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as técnicas de imunoperoxidase indireta
comparativamente à impregnação pela prata (Warthin Starry), e isolamento bacteriano em
hamsters, visando sua utilização em tecidos provenientes de animais suspeitos de leptospirose.
Foram utilizados 60 hamsters adultos distribuídos em grupo A constituído por 40 hamsters
inoculados com a Leptospira pomona e grupo B composto por 20 animais não inoculados. Os animais
de ambos grupos foram submetidos ao isolamento bacteriano, imunohistoquímica em cortes e
impressões em lâminas, coloração através da técnica de Warthin Starry e através da coloração pela
Hematoxilina-Eosina. As técnicas imunohistoquímicas apresentaram elevada sensibilidade (100%)
e especificidade (100%) em detectar o agente nos tecidos renais dos hamsters infectados, entretanto
em cortes histológicos a preservação da arquitetura celular favoreceu a integridade estrutural do
antígeno quando comparados as impressões em lâminas. A técnica de Warthin Starry também
apresentou elevada sensibilidade, embora não seja considerada técnica sorovar específica. Com
cerca de 77,5% de amostras positivas, resultados de cultivo apresentaram-se inferiores às técnicas
descritas acima quanto à sensibilidade em detectar leptospiras provenientes de tecidos renais.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMMUNOPEROXIDASE TECHNIQUE AS A DIAGNOSTIC RESOURCE
IN ANIMAL LEPTOPIROSIS. The indirect immunoperoxidase technique was evaluated comparatively
to the silver impregnation technique (Warthin Starry) and bacterial isolation in hamster aiming at
their use on tissues of leptospirosis-suspected animals. Sixty adult hamsters were divided in group
A corresponding to animals inoculated with Leptospira pomona and group B to 20 non-infected
animals. Kidneys of all animals were submitted to bacterial isolation, immunohistochemistry in
paraffin embedded kidney section and glass slide imprints, and Warthin Starry and Hematoxilin-
eosin staining. The immunohistochemistry techniques demonstrated high sensivity (100%) and
specificity (100%). Compared to slide imprints, in tissue sections the preservation of the cellular
architecture was maintained as well as the structural integrity of the antigen. High sensivity and
specificity were also observed in the Whartin Starry technique although it is not considered to be
a serovar specific technique. Positive culture results were obtained in 77.5% of the samples
demonstrating lower sensivity compared to the other techniques.
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INTRODUÇÃO

A leptospirose é uma zoonose de ampla distribui-
ção geográfica que acomete animais e o homem, cau-
sada por uma espiroqueta do gênero Leptospira e
representadas pelas espécies Leptospira interrogans, L.
inadai, L borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchii, L.
santarosai e L. weilii (patogênicas), L. fainei, L. alexandri

L. meyeri, L. wolbachii e L. biflexa (saprófita). Estas
modificações ainda não foram totalmente reconheci-
das pelos subcomitês de classificação taxonômica
para Leptospira (RAMADASS apud LEE et al., 2000; PLANK

& DEAN, 2000).
Entre as espécies de interesse econômico os suínos

e bovinos caracterizam-se como principais responsá-
veis pela disseminação da doença entre o homem e os
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animais. Os sorovares mais freqüentemente encon-
trados nesses animais são pomona, canicola,
icterohaemorrhagie e hardjo. Presentes de forma
isolada ou em conjunto, determinam graus variados
de lesões nos tecidos infectados (MORSE et al., 1957;
MICHNA & CAMPBELL, 1969; ELLIS, 1976a; ARRIAGA et al.,
1982; PRESCOTT et al., 1988; NAGY, 1993).

As alterações celulares decorrentes da presença
das leptospiras em tecidos de eleição do agente como
rins e fígado, podem ser visualizadas através da
prova de Hematoxilina Eosina. Nos rins, os túbulos
distais e proximais podem se apresentar dilatados em
presença de edema intersticial proeminente, sobretu-
do na junção córtex-medula. Áreas com infiltrados
inflamatórios incluem linfócitos, histiócitos, e poucos
eosinófilos em alguns casos em volta dos glomérulos
(BRITO, 1968).

A resposta humoral é o principal mecanismo de
defesa contra a leptospirose. No início da infecção,
imunoglobulinas do tipo IgM são sintetizadas para o
controle da infecção. Após vários dias, um segundo
grupo de imunoglobulinas, as IgG provocam lise das
leptospiras circulantes através da opsonização resul-
tando n a remissão dos sinais clínicos, sendo verificado
no entanto persistência do agente nos rins e trato
reprodutivo, podendo ser eliminadas na urina por
vários meses após a infecção. (COSTA et al., 1981; FAINE,
1994; ALT & BOLIN, 1996).

O diagnóstico da leptospirose animal tem como
base de investigação os aspectos clínicos,
epidemiológicos, e provas laboratoriais. (SANTA ROSA,
1970; MICHNA & CAMPBELL, 1969).

A técnicas de impregnação pela prata como a técnica
de Levadite e a Warthin Starry são utilizadas rotineira-
mente na identificação de alguns tipos de espiroquetas;
entretanto alguns inconvenientes como problemas de
estabilidade dos reagentes, custo elevado, falhas em iden-
tificar microorganismos ou seus produtos antigênicos
principalmente quando em meio intracelular e coloração
de estruturas não identificadas como leptospiras, podem
limitar sua utilização (ALVES, 1987; SCANZIANI et al., 1989).
Alguns autores, entretanto, referem ótima estabilidade,
menor custo e tempo no processamento da técnica de
Warthin Starry quando comparada a outras provas
argênticas (ABDU & SLEIGHT, 1965; TRIPATHY &  HANSON,
1974; BRITO, 1996; MICHIMA & CAMPBELL, 1969).

A imunohistoquímica tornou-se em curto espaço
de tempo recurso diagnóstico para a identificação de
constituintes teciduais ou celulares através da
interação antígeno-anticorpo. Tais anticorpos
marcados através de sua conjugação com enzimas, ou
substâncias fluorescentes, permitem localizar
determinantes antigênicos em tecidos fixados e
processados por métodos convencionais (NAKANE &
PIERCE, 1966; AVRAMEAS, 1970), sendo igualmente
adequados em cortes, esfregaços ou cultivo de tecidos

(WACHSTEIN & MEISEL, 1964; KURSTAK, 1971; HEYDERMAN,
1979; HSU et al., 1981; GIMENO, 1995).

As técnicas que utilizam enzimas (peroxidase)
como marcador geralmente tem custo menos elevado,
sendo possível a visualização do agente mesmo quando
este se apresenta fragmentado ou em presença de
outras bactérias, desde que a fixação tenha sido feita
de forma correta, sendo uma técnica alternativa à
utilização da imunofluorescência que pode apresen-
tar artefatos decorrentes de substâncias fluorescentes
e qualidade inferior na conservação morfológica dos
tecidos (MASON et al., 1969; SCANZIANI, 1991).

 A presença de antígenos leptospiricos tanto em cortes
como em impressões em lâminas submetidos a
imunoperoxidase (IPA), foi demonstrado em 22,2% de
material proveniente de impressões e 94,4% em cortes
histológicos, os menores percentuais talvez possam ser
justificados pela distribuição ao acaso dos antígenos nos
túbulos, o que dificulta, em alguns casos a visualização
em tecidos fixados que concentram poucas leptospiras
(ELLIS et al., 1983). Entretanto, em outros trabalhos foram
encontrados 100% de positivos em cortes renais de ani-
mais experimentalmente infectados, (ALVES et al.,1986).
SCANZIANI (1991), verificou que a sensibilidade e
especificidade da prova imunohistoquímica foi de 78% e
100% respectivamente, sendo tais resultados superiores
ao cultivo. A IPA pode ser um importante instrumento
para o diagnóstico da leptospirose em biópsias ou mate-
riais de necropsia submetidos rotineiramente à
histopatologia (ELLIS et al., 1983; ALVES, 1987).

O objetivo do presente trabalho foi a avaliação das
técnicas de visualização e o cultivo quando a sensibi-
lidade em detectar leptospiras em tecidos renais,
observando as alterações teciduais em presença do
antígeno, assim como visualizar a possibilidade da
imunoperoxidase indireta como recurso diagnóstico
da leptospirose em tecidos de animais com suspeita
clínica da infecção.

MATERIAL E MÉTODOS

Animais

Como modelo experimental foram utilizados 60
hamsters (Mesocriterus auratus) divididos em 2 grupos,
grupo A infectado com a Leptospira sorovar pomona
além do grupo B (controles negativos), não inoculados.

Para produção do anticorpo primário utilizado
nas provas de imunoperoxidase, 3 coelhos (Orictolagus
cuniculus) foram submetidos a inoculações seriadas
com o sorovar pomona, (MYERS, 1985; FAINE, 1994;
PASSOS et al., 1988) onde a fração globulinica utilizada
como anticorpo primário foi separada dos outros
componentes séricos através da utilização de sulfato
de amônio.
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Meios de cultivo

O meio de cultivo Fletcher (Difco laboratories)
em presença da Leptospira sorovar pomona foi utili-
zado para provocar a infecção experimental nos
hamsters, na hiperimunização dos coelhos e nas
provas de cultivo. O Meio de EMJH (Difco
laboratories) foi utilizado para a manutenção das
leptospiras utilizadas na absorção com o anticorpo
primário, cujas preparações seguiram técnica de
SANTA ROSA (1970).

Técnicas utilizadas

Isolamento
Os cultivos foram realizados segundo a técnica da

pipeta Pasteur, Passos et al (1988). Animais controle
negativos não infectados também foram submetidos
à técnica com o objetivo de verificar a sanidade destes
animais em relação à leptospirose.

Hematoxilina-Eosina
Utilizada para a observação das alterações celula-

res em presença de leptospiras foi realizada segundo
BEHMER et al. (1976).

Técnica argêntica de Warthin Starry
Realizada conforme YOUNG (1969), foi utilizada

para a visualização direta das leptospiras em cortes
de tecidos renais de hamsters infectados e controles
negativos.

Imunoperoxidase indireta
Foi efetuada conforme ELLIS et al, (1983), na pes-

quisa de antígenos de leptospiras em impressões e
cortes de tecidos renais de hamsters infectados e em
controles negativos (Quadro 1). Em presença de
substrato a ocorrência ou ausência de coloração foi
identificada como positiva (+) ou negativa (-) confor-
me visualização qualitativa observada nas amos-
tras analisadas.

Quadro 1 - Reação imunohistoquímica (imunoperoxidase) (para utilização em impressões ou cortes).

1. Remoção da parafina imergindo as lâminas durante cinco minutos em xilol I e xilol lI, álcool I, álcool 95%,
álcool 50% e água destilada.
2. Destruir a peroxidase tecidual imergindo as lâminas em H2O2 (água oxigenada) à 10% em metanol absoluto
por 30min em temperatura ambiente.
3. Lavar as lâminas em solução de lavagem por 2 x 10min.
4. Bloquear receptores não específicos cobrindo as impressões ou cortes histológicos com soro de suíno normal
(SSN) diluído a 1:20 em Tris-PBS (TRIS em solução tamponada de fosfatos) por 15min.
5. Aplicar o anti-soro de coelho anti-leptospira diluído a 1:80 em suspensão renal de hamsters não infectados
com pH 7.6, incubando a seguir em câmara úmida a 37° C por 30min.
6. Lavar com solução de lavagem por 2 x 10min.
7. Bloquear receptores não específicos com SSN por 5 min.
8. Aplicar a imunoglobulina suína anticoelho marcada com peroxidase (DAKO-Sigma Diagnostics) a 1:200
em Tris-PBS 0,01 M em pH 7.6, incubando em câmara úmida a 37° C por 20 min.
9. Lavar 2 x 10 min com tampão lavagem.
10. Revelar com solução-substrato de tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) por 3 a 5 min preparada
no momento do uso.
11. Interromper a reação lavando cuidadosamente as lâminas em água corrente durante 5 min.
12. Contracoloração com hematoxilina de Mayer (Sigma Diagnostics) por 2 min, deixando a seguir em água
corrente durante 10 min.
13. Desidratação em álcool 50%, 95%, álcool absoluto I e II e Xilol I e II.
14. Montagem em resina PERMOUNT (Fisher Chemical-Fisher Scientific)
Obs: Nas impressões de lâminas, são eliminadas as etapas 1 e 13

ReagentesS:

• Preparar a solução de H2O2 a 10% em metanol absoluto, 30 min antes da utilização.
• Solução lavagem: Tris-PBS 1:8 em salina normal
• Soro de suíno normal (não reagente a antígenos leptospiricos), preparado a 1:20 em Tris-PBS
• Suspensão renal de hamsters não infectados preparado a 1:5 em Tris-PBS

• Preparação do substrato DAB:
Solução A: Adicionar 6 miligramas (mg) de DAB em 10 mL de Tris-PBS
Solução B: Utilizar 10 µL de peróxido de hidrogênio (H2O2) em 10 mL de Tris-PBS.

Adicionar 1 mL da solução B em 9 mL da solução A e utilizar imediatamente na reação.
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Em todas as técnicas de visualização os campos
foram observados através de microscópio de Campo
Claro (Carl Ziess) com objetiva de 40X e 100X
(imersão).

Controle da Especificidade

Objetivando a redução de reações inespecíficas
que podem ocorrer devido a inespecificidade do
anticorpo ou do método imunohistoquímico, o
anticorpo primário foi diluído em solução contendo
suspensão renal de hamsters normais e pré-incubado
com leptospiras formalizadas antes de ser exposto
aos tecidos e impressões renais de animais infectados
e controles negativos (ELLIS et al., 1983; ALVES, 1986;
SCHALM et al., 1975). Da mesma forma procedeu-se a
omissão do anticorpo primário, sendo o mesmo subs-
tituído por solução tamponada de fosfatos (Tris-PBS)
em determinada etapa do método imunohistoquímico
(TAYLOR, 1978; ELLIS et al., 1983).

Controles negativos

Hamsters do grupo B, não inoculados com
leptospiras e que apresentaram resultados negati-
vos em testes prévios de soroaglutinação microscó-
pica.

Análise estatística

A análise estatística foi baseada no estudo da
concordância dos resultados obtidos na reação de
imunoperoxidase frente ao cultivo bacteriano através
do coeficiente Kappa, com base em MACKINNON (2000).

RESULTADOS

A hiperimunização dos coelhos resultou em títu-
los entre 25.600 a 51.200 referentes ao sorovar pomona,
considerados significativos em relação à produção de
anticorpo primário que foi utilizado no experimento
para detecção tecidual de leptospiras.

As alterações macroscópicas foram similares na
maioria dos animais e consistiam basicamente de
hemorragias nasais, genitais; em membranas mucosas
e tecido subcutâneo; icterícia principalmente em rins,
fígado, baço e pulmões; hipertrofia e congestão de
fígado e baço; os rins apresentavam-se hipertróficos,
congestos e particularmente friáveis. Os animais
controle negativos não apresentaram quaisquer
manifestações clínicas ou alterações macroscópicas.

As técnicas de visualização demonstraram 100%
de positivos para as 40 amostras renais dos hamsters
infectados na fase aguda da infecção, sendo observados ,
no entanto, diferenças na intensidade de coloração
nas impressões e cortes histológicos dos animais 22
e 37, bem como nas impressões dos hamsters 25, 27 e
39. Através da técnica de isolamento foram encontra-
dos 77,5% de amostras positivas nos rins dos hamsters
infectados (Tabela 1). Os cultivos foram considerados
positivos em média 7 dias após a semeadura, não
sendo observado em nenhuma amostra analisada a
presença de microorganismos oportunistas.

A antígeno se apresentava através da técnica de
Warthin Starry como massas de aglomerados de cor
negra ou isoladamente em forma de filamentos prin-
cipalmente no lúmen e em volta da maioria dos túbulos
contorcidos proximais, apresentando em média dois
túbulos infectados por campo (Fig. 1).

Tabela 2. Resultados das provas da imunoperoxidase indireta (IPI) em impressões e cortes renais, Warthin Starry (WS)
em tecidos renais e cultivo em meio semi-sólido de Fletcher. Hamsters infectados com Leptospira sorovar pomona, Botucatu,
2003.

Provas

Hamsters Imunoperoxidase Indireta (Ipi) Warthin Cultivo

Impressões Cortes Starry(W.S.)

  1 + + + +
  2 + + + +
  3 + + + +
  4 + + + -
  5 + + + +
  6 + + + +
  7 + + + +
  8 + + + -
  9 + + + +
10 + + + +
11 + + + +
12 + + + +
13 + + + +
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14 + + + +
15 + + + +
16 + + + +
17 + + + +
18 + + + +
19 + + + +
20 + + + +
21 + + + +
221 +2 +2 + -
23 + + + +
24 + + + +
25 +2 + + +
26 + + + -
27 +2 + + +
28 + + + +
29 + + + -
30 + + + +
31 + + + -
32 + + + +
33 + + + -
34 + + + -
35 + + + -
36 + + + +
37 +2 +2 + +
38 + + + +
39 +2 + + +
40 + + + +

Total 40/40 40/40 40/40 31/40

%/Positvos 100 100 100 77,5

positivo (+), negativo (-), percentagem (%), hamster com lesões macroscópicas pouco características (1), presença de
coloração imunohistoquimica moderada (2).

O anticorpo primário utilizado para a prova de
imunoperoxidase apresentou melhor desempenho
quando diluído a 1:80, resultando em boa visualização
do agente através de adequada coloração em lâminas,
em conjunto com a ausência de colorações inespecíficas.

Nas impressões foi possível a observação do agen-
te, sobretudo na periferia das lâminas de forma disper-
sa, principalmente, em locais onde ocorreram maiores
danos celulares, como também formando agrupamen-
tos de coloração marrom próximo às células epiteliais,

Fig. 2 - Fotomicrografia de impressões renais em presença
do antígeno formando aglomerados corados em marrom
em volta dos tecidos (setas). Técnica de imunoperoxidase
indireta, aumento (400X). Microscópio Carl Ziess.

Fig. 1 - Fotomicrografia apresentando leptospiras (setas)
em cortes de tecidos renais de hamster infectado com o
sorovar pomona. Coloração de Warthin Starry, aumento
(400X). Microscópio de Carl Zieiss.
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formando massas filiformes ou helicoidais muitas vezes
de forma fragmentada contra um fundo levemente
amarronzado contra as células epiteliais coradas em
azul devido a hematoxilina. A apresentação das
leptospiras de forma isolada era pouco freqüente (Fig. 2).

Nos cortes histológicos corados pela
imunoperoxidase as leptospiras formavam massas
de aglomerados filiformes de coloração marrom per-
feitamente destacados do fundo azul corado pela
hematoxilina, visíveis principalmente no lúmem e
periferia dos túbulos, como também próximos a vasos
sangüíneos e interstícios sendo raramente encontra-
dos dispersos nos tecidos (Fig. 3). Em muitas áreas o
agente se encontrava fragmentado.

Em cortes histológicos e impressões em lâminas pré-
absorvidos com o antígeno, na ausência de anticorpo
primário e em lâminas dos animais não inoculados não
houve a presença de nenhuma coloração atribuída ao
cromógeno DAB, sendo visualizadas apenas as células
de fundo coradas em azul (Figs. 4 e 5).

A intensidade e o grau das alterações macros-
cópicas e celulares observadas nos tecidos dos
hamsters infectados com o sorovar pomona, através da
hematoxilina e eosina caracterizaram-se por edema,
hemorragia e congestão presentes em todas as 40
amostras, mesmo em presença de resultados negati-
vos no isolamento em meio de cultivo. Em 24 animais,
ocorreu a formação de cilindros hialinos indicativo
de lesão tubular grave, em 18 amostras foi observada
a presença de alguns infiltrados inflamatórios prin-
cipalmente próximos a vasos sangüíneos. O animal
22 apresentou poucas alterações celulares embora
tenha sido observada presença de congestão nos
campos observados.

Nenhum hamster referente ao grupo de animais
controles negativos apresentaram quaisquer alte-
rações histopatológicas sendo também negativos
nas técnicas de Warthin Starry, imunoperoxidase
em cortes de tecidos, impressões em lâminas e
cultivo.

Fig. 3 - Fotomicrografia de corte renal de hamster infectado
com o sorovar pomona  Presença de leptospiras principal-
mente em volta dos túbulos e glomérulos renais. Técnica
de Imunoperoxidase Indireta, aumento (400X). Microscó-
pio Carl Ziess.

Fig. 4 - Fotomicrográfia de impressão em lâmina de tecido
renal de hamster inoculado com o sorovar pomona, e
submetido à absorção com leptospiras formalizadas. Obser-
va-se a ausência de coloração do cromogeno diaminobenzi-
dina (DAB). Imunoperoxidase indireta, aumento (400X).

Fig. 5 - Fotomicrografia de corte renal em rim de hamster
sadio onde não foi observada presença de coloração espe-
cífica do cromogeno DAB. Imunoperoxidase indireta,
aumento (1000X). Microscópio Carl Ziess.

Tabela 2 - Concordância dos resultados das técnicas de
visualização bacteriana (Imunoperoxidase Indireta em
cortes e impressões e Warthin Starry ) frente ao cultivo
bacteriano. Botucatu, 2003.

Visualização Cultivo bacteriano

positivo negativo Total

positivo 31  9 40
negativo   0 20 20

Total 31 29 60

Análise estatística

Observou-se total concordância dos resultados da
Imunoperoxidase Indireta em cortes e tecidos frente à
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coloração de Warthin Starry, não tendo sido necessário
realizar análise estatística dos resultados obtidos entre
estes métodos. Entretanto, resultados negativos em ani-
mais infectados, foram observados em cultivo caracteri-
zando falsos negativos na técnica. A análise estatística
dos resultados de cultivo frente às técnicas de visualização
caracterizou um valor de Kappa de 0,656 demonstrando
elevada concordância entre as técnicas (Tabela 2).

DISCUSSÃO

A indução experimental da Leptospirose em
hamsters caracteriza esta espécie animal, como mo-
delo experimental para a forma aguda dessa enfermi-
dade, aspecto também observado por FERGUSON et al.
(1957), ABDU &  SLEIGHT (1965), ALVES et al. (1992) e
CAMARGO et al. (1993).

Nos cortes histológicos, a forma de apresentação
das leptospiras, a coloração e sua disposição nos
tecidos, foram semelhantes às encontradas por ALVES

et al. (1986) e SCANZIANI (1991). A menor coloração
observada nas lâminas dos animais 27 e 37 pode
estar relacionada à distribuição ao acaso das
leptospiras nos tecidos fixados, que as torna ausen-
tes em alguns campos observados, conforme tam-
bém relatado por Taylor (1978) e ELLIS et al  (1983). As
mesmas diferenças de intensidade de coloração fo-
ram observadas em algumas impressões, e pode ser
justificado, além da distribuição ao acaso das
leptospiras por características próprias da técnica,
que impossibilitam a visualização de detalhes
teciduais onde houve formação do complexo imune,
aspecto menos freqüente em cortes de tecidos, fato
esse também relatado por ZAMORA et al. (1995a) e ELLIS

et al. (1983).
Os altos níveis de positividade observados através

da imunohistoquímica nas impressões em lâminas,
foram também relatados por TRIPATHY & HANSON (1974),
bem como a forma e disposição do agente nessas
impressões também relatado por TAYLOR (1978), ELLIS et
al. (1983), ALVES et al. (1986) e SCANZIANI (1991), que
consideram amostras positivas mesmo quando o agen-
te se encontrava fragmentado e (ou) apresentando-se
de forma dispersa nas amostras analisadas. Entretan-
to, estes resultados são discordantes dos apresentados
por STERNBERGER et al. (1970), SCANZIANI et al. (1989) e
ZAMORA et al. (1995 a,b) que referem a visualização do
antígeno claramente nos tecidos apresentando-se de
forma isolada preservando sua morfologia na ausên-
cia de alterações ou quaisquer sinais de distorções,
mesmo em virtude de dificuldades de visualização de
detalhes morfológicos apresentadas geralmente em
técnicas que utilizam impressões em laminas.

A visualização e disposição das leptospiras ob-
servadas nas impressões de lâminas, mesmo quando

não foi possível caracterizar o antígeno na sua forma
íntegra, denota positividade em virtude da presença
de coloração dada pelo cromógeno diaminobenzidina.
Os resultados positivos foram fundamentados nos
testes de especificidade a que foram submetidas às
amostras analisadas, conforme também relatado por
TAYLOR (1978), ELLIS et al. (1983) e SCANZIANI (1991).

A sensibilidade e especificidade da técnica
imunohistoquímica utilizando a peroxidase foi con-
firmada através da não coloração dos cortes e impres-
sões através do tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB) em conseqüência da omis-
são do anticorpo primário, absorção do mesmo com
leptospiras formalizadas e ausência de reação nos
controles negativos. Resultados também verificados
por STERNBERGER et al. (1970), TAYLOR (1978), ALVES et al.
(1986) e ELLIS et al. (1983) utilizando pelo menos um
dos métodos presentes nesse trabalho.

O diagnóstico da leptospirose através da
imunoperoxidase em impressões de lâminas possui
vantagens adicionais em relação aos cortes devido a
não necessidade de técnicas especiais para o preparo
e conservação dos tecidos, rapidez na execução,
praticidade dos reagentes empregados, e execução
imediata da técnica quando do envio de material
suspeito, conforme também constatado por TRIPATHY

& HANSON (1974), BEHMER et al. (1976), TAYLOR (1978),
ELLIS (1983) e ROBINSON et al. (1990).

Os altos níveis de amostras positivas na prova de
Warthin Starry foram também relatados por HAMDY &
FERGUSON (1957), ABDU & SLEIGHT (1965), DOZSA & SAHU

(1970), TRIPATHY & HANSON (1974), POONACHA et al.
(1993) e BRITO (1996). Tais observações, entretanto,
não coincidem com os trabalhos de ALVES (1987) e
SCANZIANI et al. (1989) que referem falhas quanto à
eficácia da técnica em definir morfologicamente o
agente, relacionando tal fato à fase crônica da enfer-
midade ou interferência dos reagentes empregados.

O isolamento das leptospiras utilizando a técnica
da pipeta Pasteur em meio semi-sólido de Fletcher
isento de microorganismos oportunistas, foi menos
eficiente que as técnicas de visualização. Esses resul-
tados são semelhantes aos encontrados por MAESTRONE

(1963) e SCANZIANI (1991) que observaram que além de
não ser sorovar especifica, esta técnica pode acarretar
presença de microorganismos contaminantes que
inibem o crescimento adequado das leptospiras.

As alterações celulares observadas através da téc-
nica de hematoxilina-eosina são conseqüentes à le-
são tubular grave por efeito direto das toxinas
bacterianas ou mesmo pelo complexo imune formado
nesses locais, conforme relatado por MICHNA &
CAMPBELL (1969) que atribuem tais alterações aos
mecanismos de patogenicidade referentes à adapta-
bilidade do sorovar infectante às células do hospedei-
ro e capacidade do mesmo em escapar aos mecanis-
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mos imunes específicos e não específicos produzidos
pelo hospedeiro em relação ao sorovar infectante.

A imunohistoquímica tanto em cortes como em
impressões demonstrou praticidade no
processamento como também elevada estabilidade
dos reagentes utilizados desde que respeitados
parâmetros de temperatura, pH e concentração ade-
quados. Portanto, por se tratar de um método de fácil
execução e que demanda pouco tempo de preparação,
possui amplas possibilidades de utilização na rotina
diagnóstica em conjunto a outras técnicas, principal-
mente na investigação quanto à presença de
leptospiras em amostras de tecidos provenientes de
fetos abortados ou animais suspeitos.
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