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RESUMO 

 

Vieira A.S. Levantamento de Leptospira spp. em animais silvestres do Pantanal sul-mato-

grossense por meio de técnicas sorológicas e moleculares. Brasil. 2009. 83p. Dissertação 

(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Programa de Pós-Graduação em 

Ciência Animal. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 

A leptospirose é uma zoonose que acomete tanto os animais domésticos, como silvestres e 

também o homem, implicando em grandes perdas econômicas para a produção de bovinos de 

corte e leite no Brasil sendo que no Pantanal brasileiro, as condições ecológicas são altamente 

favoráveis a manutenção dessa doença. Os objetivos deste trabalho foram detectar a presença de 

mamiferos silvestres infectados pela Leptospira spp.na sub região da Nhecolândia, no Pantanal 

sul-mato-grossense, identificando os principais sorovares circulantes e testar um ensaio da 

polimerase em cadeia para a detecção desse agente, estimando sua sensibilidade analítica. Foram 

coletadas amostras de sangue de 266 animais silvestres capturados as quais foram submetidas 

aos testes de soroaglutinação microscópica e ensaio da polimerase em cadeia. Os sorovares 

predominantes entre as espécies foram: Pomona e Butembo para O. bezoarticus; Hardjobovis 

para C. thous, Icterohaemorrhagiae para L. pardalis e T. panchyrus e Pomona para N. nasua. A 

freqüência encontrada por meio da soroaglutinação microscópica (SAM) e do ensaio da 

polimerase em cadeia (PCR) foram, respectivamente, de 10,2% e 15,38% para T. pachyrus, 

34,21% e 38,46% para C. thous, 34,09%, 28,12% para N .nasua, 5,9% e 2,4% para O. 

bezoarticus and 14,28% (SAM) para L. pardalis,. Os resultados demonstram que a Leptospira 

spp.  circula entre os animais silvestres dessa região e que as duas técnicas empregadas foram 

eficazes na detecção do agente causador da leptospirose nos animais silvestres.  

 

TERMOS DE INDEXAÇÂO: Leptospirose, Animais Silvestres, Pantanal, PCR 
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ABSTRACT 

 

Vieira A.S. Survey of Leptospira spp. in wildlife of Pantanal sul-mato-grossense, through 

serological and molecular techniques. Brazil. 2009. 83p. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal. 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 

 

 Leptospirosis is a zoonosis that affects domestic animals, as well as the wildlife, and as well 

men, resulting in great economic losses for the production of beef and dairy cattle in Brazil, 

specially and in the Brazilian Pantanal where the ecological conditions are highly favorable to 

the maintainence of this disease.  The objectives of this study were to detect the presence of wild 

mammals infected with Leptospira spp. in the Nhumirim sub-region of southern Pantanal, 

identifying circulating serovars and to test a polymerase chain reaction essay for the detection of 

the agent, estimating its analytical sensitivity. 

 A total of 266 blood samples were collect from captured wildlife, and a microscopic 

soroagglutination and polymerase chain reaction assay were performed. The predominant 

serovars among the captured species were: Pomona and Butembo for O. bezoarticus; 

Hardjobovis for C.thous, Icterohaemorrhagiae for L. pardalis and T. pachyrus and Pomona for N. 

nasua. The frequency found by the microscopic soroagglutination (SAM) and polymerase chain 

reaction assay (PCR) were 10.2% and 15.38% for T. pachyrus, 34.21% and 38.46% for C. thous, 

34.09% and 28.12% for N. nasua, 5.9% and 2.4% for O. bezoarticus and 14.28% (SAM) for L. 

pardalis . The results showed that Leptospira spp. circulates among wildlife of this region and 

that the two techniques, SAM and PCR, are effective in detecting the causative agent of 

leptospirosis in wildlife. 

 

INDEX TERMS: Leptospirosis, Wildlife, Pantanal, PCR 
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INTRODUÇÃO  

Atualmente, a preocupação com a transmissão de doenças entre animais domésticos e 

silvestres se tornou freqüente entre a comunidade conservacionista, devido ao impacto que a 

introdução e a transmissão de doenças podem causar nas populações de vida selvagem. Por outro 

lado, o valor econômico, a importância epidemiológica e a conservação das espécies da fauna 

nativa tem sido constantemente ignorados pelo agronegócio e, muitas vezes, subestimados pelas 

autoridades sanitárias. Dentre os fatores mais importantes na transmissão de doenças de animais 

domésticos e silvestres estão à expansão agrícola, conflitos regionais, instabilidade política e 

translocação de animais (BENGIS et al., 2002). 

O relatório da 67ª Sessão do Grupo de Trabalho sobre doenças da vida selvagem da OIE 

(Organização Mundial de Saúde Animal) apontou que a vigilância em saúde nas populações 

selvagens é um assunto que vem ganhando cada vez maior importância, podendo vir a interferir 

como barreira não tarifária para o comércio internacional de commodities. A presença ou 

ausência de uma infecção nestas populações não pode ser declarada como presente ou ausente, 

por um país ou região a menos que corroborada por uma adequada amostragem e análise 

estatística que gere resultados confiáveis e irrefutáveis e nesse caso, a noção de ausência de 

evidências é mais importante que a evidência da ausência, sendo a mesma tão relevante para 

populações selvagens como para os animais de produção. Doenças que acometem as populações 

de animais silvestres na maioria das vezes só podem ser controladas nas espécies domésticas, 

geralmente pela imunização de animais susceptíveis, beneficiando também as populações 

silvestres, por interferirem em seu ciclo de transmissão. 

A leptospirose é uma enfermidade de distribuição cosmopolita, sendo uma das mais 

importantes doenças causadoras de perdas reprodutivas nos animais domésticos e, ao mesmo 

tempo importante zoonose, de morbidade já bem conhecida (BARR e ANDERSON, 1993). 

 A transmissão de Leptospira spp. pode ocorrer de três maneiras: direta, indireta e 

acidental. A direta ocorre pelo contato do indivíduo susceptível, com urina infectada, descarga 

uterina pós-aborto e fluídos placentários, contato sexual e por via transplacentária, sendo esta a 

principal forma de manutenção da leptospirose dentro de um rebanho (ELLIS, 1994). A forma 

indireta ocorre pela exposição do animal a um ambiente contaminado ou por inseminação 
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artificial, e a forma acidental ocorre quando outras espécies domésticas ou silvestres que servem 

de reservatórios transmitem o agente, de forma indireta, aos animais de produção (ALT e 

BOLIN, 1996). 

O diagnóstico da infecção pela Leptospira spp. é realizado principalmente pela detecção 

de anticorpos por meio do teste de soroaglutinação microscópica (SAM) e isolamento do agente 

em meio de cultura. Esse último é um método muito demorado e sem muito sucesso, pois a 

bactéria é muito fastidiosa. Ultimamente, tem sido relatados vários trabalhos utilizando a técnica 

da reação em cadeia da polimerase (PCR), para o diagnostico de leptospirose em humanos e 

animais domésticos, por ser mais sensível e apresentar um resultado mais rápidos, permitindo 

uma imediata tomada de decisão (GERRISTSEN et al.,1991; REDSTONE e 

WOODWARD,1996;VAN EYS et al.,1989). 

Na atualidade, está bem estabelecido que países que conduzem vigilância e 

monitoramento de doenças e agentes em populações silvestres e ferais tem maiores condições de 

compreender e, portanto interferir, na cadeia epidemiologia de doenças infecciosas e zoonoses 

específicas dentro de seus territórios, estando melhor embasados para intervenções que protejam 

simultaneamente a biodiversidade, os rebanhos de produção e as populações humanas. Neste 

contexto, este trabalho é importante pelo fato da região do Pantanal ser ocupada por propriedades 

rurais, que adotam praticas extensivas para a pecuária de corte, onde bovinos e animais silvestres 

convivem de forma simpátrica. Dessa forma, o conhecimento dos principais agentes que 

circulam entre as diferentes populações é fundamental para o estabelecimento de estratégias de 

controle das doenças, que possam afetar simultaneamente a produtividade dos rebanhos 

domésticos e a conservação das espécies da fauna pantaneira. 

 Os objetivos deste trabalho foram detectar a presença de mamiferos silvestres infectados 

pela Leptospira spp.na região do Pantanal, identificando os principais sorovares circulantes e 

testar um ensaio da polimerase em cadeia para a detecção desse agente, estimando sua 

sensibilidade analítica.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Leptospirose 

A leptospirose é uma zoonose de ocorrência mundial, exceto regiões polares, sendo 

particularmente prevalente em países de clima tropical a subtropical, principalmente nos 

períodos de altos níveis pluviométricos (RADOSTITS et al., 2000). 

Animais de várias espécies, tanto silvestres como domésticos, podem se tornar portadores 

dessa espiroqueta que se localiza preferencialmente nos túbulos renais, contribuindo para a 

disseminação deste microorganismo na natureza, através da eliminação pela urina (LEVETT, 

2001). A eliminação de Leptospira spp., pela urina dos portadores, pode variar de poucas 

semanas a vários meses, entre os animais domésticos e a vida toda pelos roedores (WEBSTER et 

al., 1995). 

A leptospirose é uma zoonose causada por uma bactéria gran negativa, espiralada, 

flexível, móvel, delgada e de tamanho 0,1 a 0,2µm de largura por 6 a 20 µm de comprimento 

(Fig. 1) e composta de um cilindro protoplasmático que se enrola ao redor de um filamento axial 

central. O envelope externo é composto por lipopolissacarídeos (LPS) e mucopeptídeos 

antigênicos (FAINE et al., 1999). 

 

  

Figura 1 - Micrografia eletrônica de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae (LEVETTI, 2001). 

 

As bactérias do gênero Leptospira se desenvolvem em pH próximo da neutralidade, 7,2 – 

7,4 em condições quentes e úmidas. É sensível a luz solar direta, pH ácido e as temperaturas 
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inferiores a 7ºC ou superiores a 37ºC, aos desinfetantes comuns e antissépticos (LEMOS e 

ALMEIDA, 2005).  

Os reservatórios são os animais sinantrópicos, domésticos e silvestres, sendo estes 

essenciais para a persistência dos focos da infecção. Os seres humanos são hospedeiros 

acidentais terminais dentro da cadeia de transmissão (BRASIL, 2005).     

 É uma zoonose de alta importância, pois acarreta vários prejuízos, não só em saúde 

pública, devido à alta incidência de casos humanos, como também econômicos, em virtude dos 

altos custos hospitalares dos pacientes, da perda de dias de trabalho e das alterações na esfera 

reprodutiva dos animais infectados (BRASIL, 2005).   

No Brasil, durante o período de 1985 a 1997, foram notificados 35.403 casos humanos 

infectados, variando de 1.594 casos anuais (1987) a 5.576 (1997) e 3.821 óbitos, variando de 215 

(1993) a 404 (1988). A letalidade da doença, no mesmo período variou de 6,5% em 1996, a 

20,7% em 1987, uma média de 12,5% ao ano, dependendo dentre outros fatores, do sorovar 

infectante, da gravidade, da forma clínica, da precocidade do diagnóstico, do tratamento e da 

faixa etária do paciente (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2009). 

A leptospirose em humanos pode variar desde uma infecção subclínica, apresentando 

febre normalmente bifásica, cefaléia, mialgia, vômitos, dores abdominais e diarréia até 

desenvolver uma forma ictérica, sendo está mais severa (FAINE et al., 1999; GEBRIEL, 2006). 

Em bovinos, a doença afeta o trato reprodutivo, causando sequelas crônicas, como aborto, 

nascimento de filhotes debilitados, partos prematuros, retenção de placenta e metrites, 

infertilidade, inclusive de touros, e esterilidade (ELLIS, 1994; LEMOS e ALMEIDA, 2005).  

Outro sintoma importante em bovinos é a agalaxia, caracterizada pela redução na produção de 

leite conhecida pela síndrome da queda da produção de leite (ELLIS, 1983).     

Nos suínos, a leptospirose se caracteriza por aborto no terço final de gestação, repetição 

de cio, mumificação fetal, natimortalidade, nascimento de leitões fracos, baixo número de 

leitões, descarga vulvar e morte embrionária (ELLIS, 1989). Sinais clínicos como anorexia, 

perturbação de equilíbrio, hemoglobinúria, convulsões, transtornos gastrointestinais, paralisia 

progressiva, queda de produção de leite e perda de peso também são observados em suínos 

domésticos (FAINE et al., 1999). 
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Em equinos, normalmente apresenta febre, acompanhada de anorexia, icterícia nefrite e 

complicações oculares. Em sua forma subclínica ela pode determinar casos de aborto, 

nascimento de animais prematuros e debilitados (FAINE et al., 1999; HONG et al., 1993). 

Em artiodactilos e perissodactilos silvestres portadores da Leptospira spp foram relatados 

quadros clínicos caracterizados por aborto, nascimento de filhotes debilitados e baixos índices de 

fertilidade, sendo que em perissodactilos também foram observados transtornos oculares 

(MIRANDA, 2008).  

2.1.2 Sorovares 

O gênero Leptospira compreende bactérias morfologicamente similares, mas 

antigenicamente distintas quanto testadas por meio de soroaglutinação microscópica, sendo dessa 

forma, classificadas em diferentes sorovares (Quadro 1). Segundo a classificação taxonômica 

clássica, com base em sorogrupos, sorovares e na patogenicidade, este gênero pode ser dividido 

em dois grandes grupos: Leptospira interrogans (patogênica) e L. biflexa (saprófita), resultando 

em 23 sorogrupos constituídos por cerca de 250 sorovares de Leptospiras patogênicas (FAINE et 

al., 1999).   

Em 1987, foi proposta uma nova classificação baseada na hibridização por homologia do 

DNA. O gênero Leptospira foi reclassificado, segundo características genotípicas, em oito 

genomoespécies patogênicas: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. faine, L. inadai, L. interrogans, 

L. kirschneri, L. santarosai e L. weilii. As leptospiras saprófitas ou de vida livre estão 

representadas por três genomoespécies: L. biflexa, L. meyeri e L. wolbachii (KMETY e 

DIKKEN, 1993). 

Com a identificação genética, o gênero Leptospira passou a ser classificado em 16 novas 

espécies, com isso sorovares antigenicamente relacionados, ou mesmo subtipos do mesmo 

sorovar, podem pertencer a diferentes espécies. Por exemplo, subtipos antigenicamente 

indistinguíveis do sorovar Hardjo (Hardjobovis e Hardjoprajitno) são classificados em L. 

borgpetersenii e L. interrogans, respectivamente (LEVETTE, 2001). 

Cada sorovar de Leptospira tem um hospedeiro natural, que atua como reservatório do 

agente e hospedeiros acidentais, que podem sofrer com infecções esporádicas (Quadro 2). 
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Quadro 1 - Classificação de Leptospira spp. baseado em sorogrupos e sorovares 

  

Sorogrupo Sorovar 

Australis Australis 

 Bratislava 

Autumnalis Autumnalis 

 Butembo 

Icterohaemorragiae Copenhageni 

 Icterohaemorragiae 

Ballum Castellonis 

Bataviae Bataviae 

Canicola Canicola 
Celledoni Whitcombi 

Cynopteri Cynopteri 

Grippotyphosa Grippotyphosa 

Hebdomadis Hebdomadis 

Javanica Javanica 

Panama Panamá 

Pomona Pomona 

Pyrogenes Pyrogenes 

Shermani Shermani 

Tarassovi Tarassovi 

Sejroe Hardjobovis 

 Hardjoprajitno 

 Wolffi 

Semaranga Patoc 

Djasiman Sentot 
 Fonte: adaptado de FAINE et al., 1999. 

 

 

Os bovinos são infectados pelos sorovares Hardjo, Pomona, Grippotyphosa e 

Icterohaemorrhagiae, sendo que o sorovar Hardjo é o mais adaptado a espécie bovina (COSTA et 

al., 1998; ELLIS et al., 1994). Uma vez introduzido em um rebanho, este sorovar estabelece 

níveis variáveis de infecção, podendo persistir por longos períodos (HATHAWAY et al., 1986), 

sendo independente da estação climática ou do sistema de produção adotado na propriedade 

(ELLIS, 1994). 
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Quadro 2 - Sorovares comuns de Leptospira e seus hospedeiros naturais e acidentais 
Sorovares Hospedeiro natural Hospedeiro acidental 

 
Hardjo 

Nome científico  Nome vulgar  
Bovidae Bovinos ovinos e homem 

Bratislava Suidae e Equidae suínos e eqüinos  

Pomona Suidae, Mephitidae, Procyonidae 
e Didelphidae  

suínos, doninha-fedorenta, mão-
pelada e gambás 

ovinos e bovinos 

Autumnalis Muridae Rato cães, homem 

Grippotyphosa Procyonidae, Didelphidae e 
Sciuridae 

mão-pelada, gambá e esquilo ovinos e bovinos 

Icterohaemorrhagiae Muridae rato-pardo bovinos e suínos 

Fonte: Adaptado de FIGUEREDO, 2007. 

 

Leptospira interrogans sorovar Pomona tem como hospedeiro natural o suíno, que é 

responsável por ocorrências epidêmicas no homem e em outras espécies domesticas (RENDE et 

al., 2007). O sorovar Pomona está relacionado com problemas reprodutivos em suínos, assim 

como os sorovares Bratislava, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Autumnalis, sendo que o 

sorovar Wolffi causa anemia hemolítica grave (RENDE et al., 2007).  

 Leptospira interrogans sorovar Australis tem sido detectada em equínos de tração 

animal, porém estes animais não apresentam sintomatologia clínica (MACIEL et. al., 2008; 

PINHO et al., 2007). 

A introdução do sorovar Copenhageni na bateria de antígenos tem mostrado alta 

frequência de reação em cães, animais de produção, silvestres e no homem (RODRIGUES, 

2008). Seus hospedeiros naturais são Rattus novergicus ou Rattus rattus (WHO/FAO/OIE 2008). 

No homem a forma pulmonar causada por este sorovar se caracteriza por hemorragias 

intersticiais e alveolares, podendo esse desenvolver a doença clássica de Weil. 

2.2 Pantanal 

O Pantanal é uma imensa planície sedimentar com área de 138.183 Km2, abrangendo os 

estados de Mato Grosso (35,36%) e Mato Grosso do Sul (64,64%). A região é sujeita a 

inundações periódicas que regulam todo o ecossistema, com implicações sobre os sistemas 

biológicos e sócio-econômicos. Está subdividido em 11 sub-regiões, de acordo com suas 
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características hidrológicas, fitofisionômicas e edáficas, sendo as maiores o Paiaguás (19,6%) e a 

Nhecolândia (19,48%), situadas no Mato Grosso do Sul e Barão de Melgaço (13,15%) e Poconé 

(11,63%) situadas no Mato Grosso (SILVA et al.,  1995). 

 O clima é do tipo quente e chuvoso no verão e ameno e seco no inverno (CADAVID 

GARCIA, 1984). A precipitação anual se encontra na ordem de 1.000 á 1.400 mm, concentrada 

entre os meses de dezembro a março. Os solos são na maioria hidromórficos (92%), com textura 

arenosa (65%), destacando-se as Areias Quartzosas. A fertilidade é baixa em 72% dos solos. As 

águas são o principal fator que regula a distribuição da vegetação, criando paisagens peculiares a 

essa região (AMARAL, 1987). 

O Pantanal é um ecossistema de grande biodiversidade, onde se encontra umas das 

maiores concentrações de fauna selvagem do planeta, com uma biodiversidade de 3.500 espécies 

de plantas, 652 espécies de aves, 177 espécies de répteis, 40 espécies de anfíbios, 102 espécies 

de mamíferos, 264 espécies de peixes (LOURIVAL et al., 2000). Um dos aspectos interessantes 

ocorrência de alta densidade de muitas espécies de grandes vertebrados brasileiros, não 

encontrados em nenhum outro lugar do continente. 

2.3 Espécies 

Apesar de inúmeros inventários realizados no Pantanal, a sua fauna de mamíferos ainda é 

pouco conhecida, principalmente ao que se refere aos mamíferos de pequeno porte, como 

roedores, marsupiais e morcegos, porém mesmo entre animais de maior porte a ocorrência ou 

distribuição de algumas espécies ainda é incerta (RODRIGUES et al., 2002). As informações 

tem se tornado disponíveis sob forma de levantamentos e mapeamentos populacionais em grande 

escala para algumas espécies de mamíferos silvestres como para o veado-campeiro (Ozotoceros 

bezoarticus), cervo-do-pantanal, (Blastoceros dicothomus), capivaras (Hydrochaeris 

hydrochaeris) e tamanduá-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) (MIRANDA, 2008; MOURÃO 

et al., 2000). 

O Pantanal abriga algumas espécies em densidades superiores ao do cerrado (MOURÃO 

et al., 2000; TOMÁS et al., 2001) e o monitoramento em longo prazo dessas populações tem sido 

importante para identificar tendências de alterações no número de indivíduos, e com isso traçar 

estratégias para a conservação da fauna do Pantanal (RODRIGUES et al., 2002).    
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A crescente preocupação mundial com a conservação do ambiente natural tem destacado 

o Pantanal como a única região do mundo, explorada economicamente, sem alterações 

ambientais importantes e irreversíveis na sua fauna silvestre rica e abundante. 

Pelo fato da região ser explorada por meio de um sistema extensivo de pecuária de corte 

há quase dois séculos é necessário um estudo do efeito da introdução de doenças pelos animais 

domésticos, bem como do papel dos animais silvestres como reservatórios de doenças que 

possam ser transmitidas para os rebanhos bovinos. Nesse sentido, são de particular interesse a 

brucelose, leptospirose, a febre aftosa, as babesioses e helmintoses em cervídeos; a 

tripanossomíase nas capivaras e a leishmaniose em canídeos selvagens (CATTO, 2000). 

2.3.1 Mamíferos silvestres: Dieta e uso de habitat 

Os tamanduás-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) utilizam uma grande variedade de 

habitat, como florestas úmidas, cerrados, pantanais e mata decídua. No Brasil, a espécie ocorre 

em todos os biomas desde Amazônia até os campos sulinos (FONSECA et al., 1996), limitando-

se as regiões tropicais e subtropicais da América.   

Apesar de ampla distribuição, em todo território nacional, são poucas as áreas onde se 

consegue observar tamanduás-bandeira com frequência. Dados de levantamentos aéreos no 

Pantanal indicam que os tamanduás-bandeira foram avistados sempre em baixa densidade (0,035 

indivíduos/Km2) tendo sido estimado um índice de abundância de 5.000 espécimes 

(RODRIGUEZ et al., 2002). Eles se alimentam quase que exclusivamente de formigas e cupins e 

sua estratégia alimentar baseia-se em vários períodos muito breves; supondo-se que estes animais 

não esgotem os cupinzeiros e formigueiros (MIRANDA, 2008).    

O tatu peba (Euphactus sexcinctus) utiliza uma grande variedade de habitats, como 

formações abertas e bordas de florestas. No Brasil ocorre em todos os biomas (FONSECA et al., 

1996). Sua alimentação é onívora, com uma grande variedade itens, incluindo desde material 

vegetal, invertebrados, carniças até pequenos vertebrados como anuros, serpentes, aves e 

roedores.  No Pantanal da Nhecolàndia ele é o maior predador dos ninhos de ema (MEDRI, 

2008). Possui uma visão pobre, porém um olfato bem desenvolvido para localizar os alimentos e 

perceber os predadores (WETZEL, 1985). Eles possuem hábitos solitários com exceção da época 

de acasalamento e das fêmeas com seus filhotes (MEDRI, 2008).  
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O cachorro-do-mato ou lobinho (Cerdocyon thous) é um canídeo de médio porte pesando 

entre quatro a seis quilos de hábitos predominantemente noturnos. Esta esécie tem uma dieta 

onívora sendo os principais itens consumidos na estação seca os pequenos mamíferos (roedores 

murídeos) e alguns repteis, e na estação chuvosa frutos e insetos (SANTOS-JUNIOR e 

MACEDO, 2007). A espécie se distribui pela Colômbia, Venezuela, Brasil (nordeste, centro-

oeste, sudeste e sul), Paraguai, Uruguai e norte da Argentina; no Brasil, podendo ser encontrado 

em ambientes abertos, naturais ou alterados (JUAREZ e MARINHO-FILHO, 2002; FACURE e 

GIARETA, 1996). Dentre os mamíferos da fauna pantaneira, o C. thous é um dos mais 

frequentemente observados no campo, sendo conhecido como cachorro do mato, raposa, lobinho, 

lobete e graxaim do mato (SILVA et al., 2004). 

O quati (Nasua nasua) pertence ao filo chordata, a Classe Mammalia, a ordem carnívora 

e a Família Procyonidae (QUEIROZ et al., 2008).  A espécie se distribui desde o sul da 

Colômbia até o norte da Argentina e Uruguai, exceto na planície venezuelana, se restringindo a 

América do Sul (BISBAL, 1986). São animais onívoros e oportunistas e o tamanho das áreas de 

uso pode ser influenciado pela variação no percentual de carne, frutos e insetos ingeridos 

(BISBAL, 1986; JUAREZ e MARINHO-FILHO, 2002; GOMPPER, 1995). As fêmeas vivem 

em bando e os machos isolados, se aproximando na época de reprodução (GOMPER, 1995). 

A onça pintada (Panthera onca) é o maior felino das Américas, e encontra-se na lista de 

animais ameaçados de extinção da União Internacional para a Conservação da Natureza 

(MORATO et al., 1998). Sua distribuição estendia-se antes da destruição da maior parte de seu 

habitat do Arizona, passando pela Califórnia e Novo México nos Estados Unidos, até o Rio 

Negro na Argentina. Atualmente, esta espécie, pode ser considerada praticamente extinta na 

América do Norte, terras baixas do México, El Salvador, Uruguai e regiões desenvolvidas do 

Brasil (LEITE, 2000; MORATO et al., 1998). Predador de topo de cadeia, sua alimentação inclui 

o cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), queixadas 

(Tayassu pecari) e caititus (Tayassu tajacu), antas (Tapirus terrestris), lontras (Lontra 

longicaudis), macaco-da-noite (Aotus trivirgatus) e jabutis (Geochelone sp.), além de presas 

domésticas, como cães e os bovinos (SCHALLER e VASCONCELOS, 1978).  

A jaguatirica (Leopardus pardalis) é um felino de médio porte, pesando entre 11 a 16 kg, 

sendo considerado o maior dos pequenos gatos pintados do continente americano (MURRAY e 



 

 

22

GARDNER, 1997). Esta espécie é encontrada apenas no continente americano, ocorrendo desde 

o sul dos EUA (Texas) até o norte da Argentina, porém não habita altitudes maiores que 1200m. 

Não existem registros desta espécie nas áreas altas do Peru ou em qualquer lugar do Chile 

(MURRAY e GARDNER, 1997).  No Brasil, ocorre em todas as regiões, à exceção do sul do 

Rio Grande do Sul (OLIVEIRA e CASSARO, 1999). Essa espécie ocorre em uma diversidade de 

habitats, florestas tropicais úmidas, florestas semidecíduas, áreas alagadas e matas ciliares. 

As jaguatiricas são animais carnívoros que, embora estejam aptas a caçar em árvores, 

estudos de sua dieta indicam que elas são caçadoras mais eficientes no chão. Alimentam-se de 

uma variedade de presas como aves, serpentes, lagartos, peixes e até caranguejos, porém, suas 

principais presas são mamíferos de pequeno porte (até 1 kg), especialmente pequenos roedores 

silvestres de hábitos noturnos (CONCONE et al., 2005). 

Os roedores do gênero Trichomys (rato do campo) pertencem à família Echimyidae e são 

encontrados no cerrado, caatinga e pantanal brasileiros (ROQUE et al., 2005). Este gênero foi 

considerado monoespecífico durante muito tempo, apesar dos inúmeros trabalhos mostrando 

diferenças morfométricas e cromossômicas entre populações geograficamente distintas. Apenas a 

partir da análise em conjunto de dados moleculares, cariotípicos e de distribuição geográfica foi 

possível concluir que o gênero Thrichomys possui pelo menos cinco espécies crípticas, 

geograficamente separadas (ROQUE et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005). 

 O Trichomys pachyurus se localiza na parte oeste do Brasil, no Mato Grosso do Sul e 

norte de São Paulo. No cerrado são encontrados em áreas abertas com extrato herbáceo, 

arvoredos de cerrado fechado e em matas invadidas por pastagens, enquanto no Pantanal são 

encontrados em pequenas cordilheiras e regiões de gramíneas e pastagens (ROQUE et al., 2005).  

O gênero Oecomys (rato do campo) apresenta roedores de hábitos noturnos e solitários, 

alimentando-se de frutas e sementes verdes. Estes roedores utilizam todos os níveis da floresta 

inclusive o solo. Estas espécies estão distribuídas pelas florestas tropicais e subtropicais da 

América do Sul (MIRANDA, 2007). 

 Os cervídeos pertencem à Ordem Artiodactyla, família Cervidae, e estão mundialmente 

dispersos. No Brasil, os cervídeos são encontrados em vários biomas como o Cerrado, Pantanal e 

Chaco (RODRIGUES et al., 2002). No Pantanal sul-mato-grossense encontramos quatro 
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espécies de cervídeos: Blastocerus dichotomus (cervo-do-Pantanal), Ozotoceros benzoarticus 

(veado-campeiro), Mazama amaricana (veado-mateiro) e Mazana gouazopira (veado-

catingueiro), sendo que cada uma tem um habitat preferencial. 

 As populações de O. bezoarticus estão localizadas principalmente na região central do 

Pantanal, na região da Nhecolândia e Paiaguás, com maior número de animais em áreas de 

campos e vazantes, estimando-se uma densidade de 0.57 grupos/Km (MOURÃO et al., 2000 e 

TOMÁS et al., 2001). Está espécie de cervídeo tem maior densidade na região do Pantanal, 

quando comparada a região de cerrado brasileira (RODRIGUES et al., 2002). Eles alimentam-se 

principalmente de gramíneas, mas também ingerem ervas, arbustos e até flores. O período de 

atividade de pastoreio do veado-campeiro pode ser tanto diurno quanto noturno, com variação 

individual no ritmo de atividade (ZUCCO, 2007). 

Originalmente, os veados-campeiros tinham uma ampla distribuição geográfica na 

América do Sul, abrangendo todos os ambientes abertos: savanas, campos e os pampas. 

Atualmente a espécie está restrita a populações isoladas na Argentina, Uruguai, Bolívia, Paraguai 

e Brasil (TOMÁS et al., 2001). As populações da espécie estão diminuindo devido a vários 

fatores como a alteração do hábitat, introdução de animais domésticos e fauna exótica e à caça, 

embora ainda seja relativamente abundante no Pantanal (DEMARÍA et al., 2004; ZUCCO, 

2007). 

2.4 Leptospirose no Pantanal 

No Pantanal, as condições ecológicas são altamente favoráveis a ocorrência de 

leptospirose bovina, uma vez que o agente sobrevive mais tempo em áreas alagadas e de 

temperaturas elevadas (LINS et al., 1986). 

Alguns trabalhos com leptospirose em animais silvestres vem sendo desenvolvidos nas 

Américas mas no Brasil a enfermidade é pouco estudada em espécies silvestres, deixando uma 

possível lacuna no estudo da cadeia epidemiológica, o que dificulta a elaboração de planos 

estratégicos de controle dessa doença em regiões ecologicamente favoráveis e com grande 

densidade de animais silvestres (GIRIO et al. 2003). 

Segundo VASCONCELLOS et al., (1997) e FIGUEREDO (2007), o sorovar 

predominante no Estado de Mato Grosso do Sul em bovinos é o Hardjo. MATHIAS et al., (1999) 



 

 

24

encontraram O. bezoarticus reagentes para Hardjo, Wolffi e Mini. GIRIO et al., (2003)  

verificaram em cinco espécies silvestres a presença de Leptospira, sendo os sorovares mais 

freqüentes Pomona (búfalo e ovino), Wolffi (boi baguá), Icterohaemorrhagiae (ovino, veado-

campeiro e suínos) e Copenhageni (veado-campeiro e suíno).  

PAES et al., (2008) examinaram 75 amostras de soro de S. scrofa feral (porco monteiro) 

por meio de SAM, detectando 9,3% de amostras reagentes para Leptospira spp., sendo mais 

freqüentes os sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Shermani e Patoc.  

No Pantanal de Mato Grosso, MIRANDA (2008) encontrou três de seis M. tridactyla 

(tamanduá-bandeira), positivos para Leptospira spp., sendo que os sorovares mas prováveis 

foram Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae e Shermani. 

2.4.1 Leptospirose em bovinos no Pantanal  

Nos animais de produção, a maior importância da leptospirose é de ordem econômica, 

por influenciar o potencial reprodutivo do rebanho. Nos bovinos, especificamente, as perdas 

econômicas causadas pela leptospirose estão direta ou indiretamente relacionadas às falhas 

reprodutivas como a infertilidade, o abortamento e à queda da produção de carne e leite, além de 

custos com despesas de assistência veterinária, vacinas e testes laboratoriais (FAINE et al., 1999; 

VASCONCELLOS, 1993). 

Entre os sorovares incidentais mais frequentes destacam-se Icterohamorrhagiae, Pomona 

e Canicola, causando sintomas clínicos graves como icterícia, hemorragias e morte, devido a sua 

elevada patogenicidade. Em fêmeas prenhes o abortamento ocorre em grande número de animais 

do rebanho afetado. 

Em 1992 foi realizado um levantamento em propriedades localizadas na região da 

Nhecolândia, onde foi encontrado um percentual de 47% em matrizes e 61% em touros soro 

reagentes para Leptospira spp., com maior número de reações para os sorovares Hardjo e Wollfi 

(PELLEGRIN et al., 1992).  Posteriormente, em 1999, outro trabalho foi realizado, mostrando 

que a prevalência do sorovar Hardjo foi de 38,88% e a frequência de animais reagentes nas 

propriedades estudadas variou de 10 a 84%. Os sorovares mais freqüentes foram Hardjo, Wollfi 

e Sejroe, todos pertencentes ao sorogrupo Sejroe e os sorovares mais prevalentes de outros 



 

 

25

sorogrupos foram: Tarassovi, Mini, Bratislava, Bataviae e Hebdomadis (PELLEGRIN et al., 

1999).   

No Pantanal a estrutura fundiária é dependente do regime hidrológico, portanto, quanto 

maior a região alagada de uma fazenda esta precisa de uma maior área de produção, se não está 

propriedade não se torna economicamente viável. PELLEGRIN et al.,  (1999), mostra a relação 

entre tamanho de propriedade e frequência de animais reagentes para Leptospira spp.  

2.5 Diagnóstico de Leptospira spp. 

A leptospirose pode ser muitas vezes assintomática, porém quando ocorrem 

manifestações clínicas em humanos ela pode ser confundida com o vírus da influenza, dengue e 

meningite, o que dificulta o seu diagnóstico clínico. Com os animais domésticos ocorre o mesmo 

problema, pois os sinais não são patognomônicos (FAINE et al., 1999). Em bovinos, a síndrome 

hemolítica deve ser diferenciada da anaplasmose e babesiose, como de outros agentes que 

causam anemia hemolítica. Causas de aborto, natimortos e/ou infertilidade incluem brucelose, 

campilobacteriose, clamidioses e tricomonoses e devem também ser consideradas para 

diagnóstico clínico diferencial (HUNTER, 2005). 

Em vista da dificuldade do diagnóstico clínico, é necessário utilizar um diagnóstico 

laboratorial. O Ministério da Saúde preconiza os seguintes exames laboratoriais: isolamento, 

soroaglutinação microscópica (SAM), ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) para IgM e 

macroaglutinação, dependendo da fase evolutiva em que o paciente se encontra (BRASIL, 2005).  

Devido à dificuldade de isolamento do agente, o principal método de diagnóstico da 

leptospirose é a pesquisa de anticorpos, podendo ser empregados testes sorogrupo-específicos, 

que compreendem as provas de soroaglutinação microscópica (SAM) e suas variações em 

relação ao tipo de antígeno empregado, vivo ou inativado (LEMOS e ALMEIDA, 2005). 

Na fase aguda ou septcêmica, durante o período febril podemos visualizar leptospiras no 

sangue, através do exame direto, de cultura de meios apropriados ou a partir de inoculação em 

animais de laboratórios.  

A dificuldade de isolar o agente da leptospirose através de amostras clínicas e fluídos 

corpóreos tem sido reportada em vários estudos (HARKIN et al., 2003). O cultivo de Leptospiras 

para isolamento é usado apenas para confirmação diagnóstica, uma vez que demora cerca de 10 
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semanas para ser conclusivo, o que garante apenas um diagnóstico retrospectivo (BRASIL, 

2005). 

Os meios utilizados para cultivo e isolamento são meios enriquecidos com soro de coelho 

ou albumina sérica bovina (BSA), além de meios livres de proteínas. Meios líquidos são 

convertidos em semi-sólido pela incorporação de 0,2% de agar e para forma sólida com a adição 

de 1% de agar. O meio semi-sólido é mais utilizado para isolamento de estirpes e manutenção de 

culturas de estoque. Nesse meio, o crescimento é visualizado pela formação de um ou mais anéis 

de crescimento (anel de Dinger). A ausência de anéis não significa necessariamente ausência de 

Leptospiras. O meio sólido é utilizado para clonar estirpes e para isolar Leptospiras de fontes 

contaminadas (FAINE, 1982). 

Em laboratório, a temperatura ótima para o crescimento de saprófitas e patogênicas é de 

28 - 30ºC. O pH ótimo para crescimento é de 7,2 - 7,6; sendo que condições alcalinas são 

melhores toleradas que condições ácidas. Condições aeróbias são essenciais, por serem as 

Leptospiras aeróbias obrigatórias, e o crescimento é melhorado por agitação ou aumento da área 

de superfície (FAINE et al., 1999). 

A microscopia de campo escuro consiste na observação da motilidade típica do gênero 

em amostras clínicas (sangue, líquido cérebro espinhal, urina e fluido peritoneal), através do 

microscópio de campo escuro. Trata-se de um método simples, mas que pode resultar em falso 

negativo quando há poucas bactérias na amostra. Quando correlacionado com parâmetros 

clínicos pode ajudar no diagnóstico precoce da leptospirose, porém não deve ser usado 

isoladamente (SAMBASIVA et al., 2003). 

O ELISA (ensaio de imunoadsorção enzimática) para detecção de anticorpos anti-

leptospira é muito sensível mas pouco específico para o diagnóstico do sorovar. Permite a 

detecção da doença a partir da 1º semana até um a dois meses após infecção (BRASIL, 2005).  

Os anticorpos Ig-M são detectados após a primeira semana de infecção, e os IgG após o 

início da segunda semana pós-infecção e persistem por longos períodos de tempo. Portanto, 

animais com leptospirose aguda têm altos títulos de IgM e IgG relativamente baixos. E animais 

vacinados ou que tiveram infecções anteriores tem altos títulos de IgG. Em bovinos, o principal 

papel do ELISA seria a identificação de Ig-M para identificação de infecções recentes e para o 
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rastreamento de rebanhos em regiões onde a vacinação para leptospirose não é praticada (OIE, 

2006). 

A prova de soroaglutinação microscópica (SAM) é realizada com a utilização de 

antígenos vivos sendo a técnica considerada pela Organização Mundial de Saúde como “padrão-

ouro” para a confirmação do diagnóstico da leptospirose. Além de detectar anticorpos 

específicos esta técnica é utilizada na identificação e classificação dos sorovares isolados. Os 

anticorpos podem ser revelados pela aglutinação com soro coletado entre o 8o e 10o dia após o 

início do estado de leptospiremia e alcançam título máximo ao redor de um mês. Títulos entre 

100 e 1600, ou mais, são comuns em animais infectados (BRASIL, 2005). 

 O teste de macroaglutinaçao é utilizado para triagem em humanos, realizado em soro de 

pacientes com sintomas clínicos da doença. Detecta anticorpo da classe IgM, sendo que o 

período ideal da coleta sanguínea é a partir do 7º dia de inicio dos sintomas.  

O ensaio da polimerase em cadeia (PCR) é um método de detecção da presença do 

patógeno, direto, rápido, sensível e específico. Este pode ser utilizado diretamente em amostras 

clínicas como soro, urina, humor aquoso (BALL et al., 1994; MÉRIEN et al., 1992). A PCR tem 

sido utilizada para diferenciar sequências de bases de DNA revelando diferenças entre 

Leptospiras do mesmo grupo e/ou mesmo sorovares (BOLIN e ALT 1999). Está técnica tem sido 

utilizada em humanos e animais domésticos, porém não tem seu uso difundido no diagnóstico da 

doença entre os animais silvestres. 

A técnica consiste na replicação do DNA in vitro, catalisada por uma enzima que pode 

ser a DNA polimerase. A reação requer a presença dos quatro tipos de desoxinucleotídeos 

(dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e de oligonucleotídeos sintéticos, complementares as extremidades 

da região do DNA que se deseja amplificar. Estes oligonucleotídeos, denominado “iniciadores”, 

funcionam como fita de DNA complementar à fita molde, que se estende a partir da extremidade 

3’ de cada oligonucleotídeo. Cada ciclo de PCR envolve várias etapas: a desnaturação da 

molécula de DNA alvo, obtida por elevação da temperatura para 92º C a 95ºC; anelamento dos 

oligonucleotídeos por redução de temperatura até o ponto ideal para a formação das pontes de 

hidrogênio entre cada par de oligonucleotídeo e a fita molde; e extensão da síntese da nova fita 

de DNA. Uma vez que a replicação do DNA é semiconservativa, ou seja, a DNA polimerase 

utiliza um molde de fita simples de DNA para sintetizar uma fita complementar, sem o qual a 
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adição de nucleotídeos é interrompida, as fitas recém-sintetizadas passam a funcionar como 

molde para o próximo ciclo. Ao final de vários ciclos obtém-se acúmulo exponencial de copias 

de região delimitadas pelos oligonucleotídeos (REGITANO e COUTINHO, 2001). 

2.6 Árvore Filogenética 

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, junto com o próprio conceito de 

ancestrabilidade entre espécies. Assim, as filogenias nada mais são que as indicações das 

relações de ancestrabilidade supostas para um conjunto de espécies. 

A árvore filogenética representa a história evolutiva dos organismos presentes nela, 

consistindo graficamente de pontos ou nós ligados por linhas (ou ramos), os organismos são 

denominados táxon, que podem ser famílias, gênero, espécie ou populações. Com frequência são 

chamados de unidades taxonômicas operacionais ou simplesmente OTUs (MATIOLI, 2001). 

A árvore filogenética tem dois tipos de nós, os internos e os terminais.  Os nós terminais 

representam as OTUs estudadas, unidas por ramos cujo nó interno representa o ancestral comum 

mais recente deste táxon (MATIOLI, 2001).  

 A árvore filogenética pode ser enraizada, quando possui um ancestral em comum e não 

enraizada quando não aponta onde está à espécie ancestral de todo o grupo (a raiz da filogenia). 

Existem vários métodos para se reconstruir uma árvore filogenética como métodos baseados em 

distância, máxima parcimônia, máxima verosemelhaça, entre outros como métodos geométricos 

e probabilísticos (MATIOLI, 2001). 
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Leptospirose em veado campeiro (Ozotoceros bezaorticus) no Pantanal Sul-Mato-Grossense, 

Brasil. Sorologia e PCR. 

Anahí S. Vieira  &  Aiesca O. Pellegrin 

 

ABSTRACT.-Vieira A.S., & Pellegrin A.O  [Diagnosis of Leptospira spp in cervids 

 (Ozotocerus bezaorticus) of the Pantanal sul-mato-grosensse, by serological and molecular 

technique (PCR).] Leptospirose em veado campeiro (Ozotoceros bezaorticus) no Pantanal Sul-

Mato-Grossense, Brasil. Sorologia e PCR. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. 

Programa Mestrado em Ciência Animal. Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, 79070-

900 Campo Grande, MS, Brasil. E-mail: Anahi_sv@yahoo.com.br  

The leptopirosis reports about wild population living in sympatry with cattle has been 

increasingly frequent. The diagnostic technique commonly used is the microscopic agglutination 

test (MAT). The deer are found scattered worldwide, and in Brazil, deer Ozotoceros bezoarticus) 

are distributed in greater quantities in Pantanal region, using he same habitats as cattle. This 

study tested 102 samples of O. bezoarticus: 98 by PCR, 51 by SAM and 47 animals were tested 

by both techniques. The frequency of leptospirosis in deer pampas detected by MAT was 5.9% 

(3), while PCR was 2.04% (2), presenting an analytical sensitivity of 280 fg/uL. Through 

sequencing and phylogenetic analysis, isolated Leptospira found in pampas deer were identified 

as Leptospira interrogans and by SAM as serovars Pomona and Butembo. 

 

INDEX TERMS: Deer, Leptospirosis, MAT e PCR 

 

RESUMO.- Os relatos de ocorrência da leptospirose em populações silvestres que vivem em 

simpatria com os bovinos tem sido cada vez mais frequentes. A técnica de diagnóstico mais 

utilizada é a soroaglutinação microscópica (SAM). Os cervídeos são encontrados dispersos 

mundialmente, sendo que no Brasil, os veados campeiro  

(Ozotoceros bezoarticus) distribuem-se em maior quantidade na região do Pantanal, utilizando os 

mesmos habitats que os bovinos. Neste estudo foram testadas 102 amostras de O. bezoarticus: 98 

foram por meio da PCR, 51 por meio SAM e 47 animais por ambos as técnicas. A frequência de 

leptospirose detectada nos veados campeiro pela SAM foi de 5,9% (3) enquanto pela PCR foi de 
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2,04% (2), sendo que esta técnica apresentou uma sensibilidade analítica de 280 fg/µl. Por meio 

de sequenciamento e análise filogenética, os isolados de Leptospira encontrados nos veados 

campeiros foram identificados como Leptospira interrogans e pela SAM como os sorovares 

Pomona e Butembo. 

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Cervídeos, Leptospirose, SAM e PCR 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma enfermidade de distribuição cosmopolita (Scarcelli et al. 2003), 

seguramente das mais importantes como causas infecciosas de perdas reprodutivas em bovinos e, 

ao mesmo tempo, importante zoonose, de morbidade já bem conhecida, tanto no homem como 

nos animais domésticos. Os relatos de ocorrência em populações silvestres que vivem em 

simpatria com os bovinos tem sido cada vez mais freqüentes (Mathias et al. 1999, Bengis et al. 

2002, Girio et al. 2003, Scarcelli et al. 2003, Deem et al. 2004) e nesse contexto, é de vital 

importância a pronta detecção da doença nas populações silvestres por meio de testes 

diagnósticos de elevada acurácia. 

Os cervídeos pertencem à Ordem Artiodactyla, família Cervidae, e são encontrados 

dispersos mundialmente (Emmons & Feer 1990, Eisemberg & Redford 1999), distribuídos em 

vários biomas como o Cerrado, Pantanal e Chaco (Tiepolo & Tomas 2006).  

No Pantanal sul-mato-grossense há quatro espécies de cervídeos, Blastocerus dichotomus 

(Cervo-do-Pantanal), Ozotoceros bezoarticus (Veado-Campeiro), Mazama amaricana (Veado-

Mateiro) e Mazana gouazoubira (Veado-Catingueiro), sendo que cada uma possui um habitat 

preferencial (Vaughan 1986, Rodrigues 2002, Tomás et al. 2004, Tiepolo & Tomás 2006). 

As populações de veado campeiro estão distribuídas por quase todo o Pantanal, com 

maiores densidades em áreas de campos e vazantes (Mourão et al. 2000, Tomás et al. 2001, 

Tomas et al. 2004). Esta espécie apresenta maior densidade populacional na região do Pantanal 

do que no cerrado brasileiro e utiliza o mesmo habitat que os bovinos (Rodrigues et al. 2002). 
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No Pantanal, as condições ecológicas são altamente favoráveis à ocorrência de 

leptospirose, pois a temperatura é elevada e a média pluviométrica é de 1200 mm/ano (Garcia & 

Castro 1986) tais condições são muito propícias a sobrevivência de leptospiras no ambiente (Lins 

et al. 1986). O Pantanal apresenta uma paisagem composta em forma de mosaico com tipos de 

vegetação que inclui cerradões e florestas nas “Cordilheiras”, campos úmidos e sazonais, nas 

partes alagáveis e circulando lagoas; cerrados e campos nas partes intermediárias do relevo 

(Rodela et al. 2007). 

Uhart et al. (2003), na Argentina verificaram que três (21,4%) de 14 O. bezoarticus 

examinados foram positivos para leptospirose. Deem et al. (2004) encontraram quatro M. 

gouazoubira sorologicamente positivos para leptospirose em 11 animais examinados no Chaco 

boliviano (36,3%).  

O diagnóstico da leptospirose é efetuado principalmente pela detecção de anticorpos por 

meio do Teste de Soroaglutinação Microscópica (SAM) e do isolamento do agente em meio de 

cultura. Entretanto, o último procedimento demanda muito tempo e apresenta sucesso limitado já 

que o crescimento desta bactéria tende a ser fastidioso.  A Reação em Cadeia pela Polimerase 

(PCR) que nos últimos anos passou a ser empregada para a detecção de leptospiras em humanos 

e animais domésticos apresenta maior sensibilidade que a sorologia e é mais precisa.(Van Eys et 

al. 1989, Gerristsen et al. 1991, Radstone & Woodward 1996).  

Os objetivos deste trabalho foram estimar a frequência de veados campeiros infectados pela 

Leptospira spp. na região do Pantanal, identificando os principais sorovares circulantes e testar 

um ensaio da polimerase em cadeia para a detecção desse agente, estimando sua sensibilidade 

analítica. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Área de Estudo 

A área de estudo incluiu quatro propriedades contíguas localizadas na região central do 

Pantanal brasileiro, conhecido como Nhecolândia”(18º 59’ 115’’ S, 56º 37’ 63’’N). O clima 

desta região é considerado sub-úmido, com temperaturas  elevadas (19 a 28º) e estação seca 
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anual de mais de quatro meses, com médias pluviométricas de 1200 mm/ano (Garcia & Castro 

1986).  

Captura, Contenção e obtenção das amostras 

A captura dos veados campeiro foi realizada por meio de dardo anestésico, lançados a 

distância por pistolas de CO2 com pressão regulável (Distinject®, modelo 35) ou uma zarabatana 

de 2 m X 11 mm de diâmetro (Zootech®). A contenção química empregada em 42 animais foi 

realizada com os anestésicos Tiletamina e Zolazepan ou Zolazepan e xilazina (Piovezan et al. 

2006). Para os 60 animais restantes a contenção química foi efetuada com a associação de 

zolazepan+tiletamina+xilazina+atropina (Borges et al. 2006). 

As capturas foram realizadas com licença ambiental do Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e de Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) de nº (032/2005) 0214.0022008/05-00 e 

(005/2007) 02014.000382/2007-22. 

Foram colhidas por punção da veia jugular, amostras de sangue com e sem anticoagulante 

(EDTA). Após o processamento das amostras foram obtidos o soro e a papa de hemáceas com as 

quais foram realizados os testes de Soroaglutinação Microscópica (SAM) e Reação em Cadeia a 

Polimerase (PCR). 

Teste de Soroaglutinação Microscópica 

A pesquisa de anticorpos aglutinantes anti-leptospiras, foi efetuada pela reação de 

soroaglutinação microscópica de acordo com Cole Jr. et al. (1973) . Para o diagnóstico foi 

utilizada uma coleção de antígenos vivos, representantes de 19 sorogrupos de Leptospira 

interrogans, composta pelos sorovares: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, 

Autumnalis, Pomona, Grippotyphosa, Hebdomadis, Wolffi, Bratislava, Harjobovis e 

Hardjoprajtino, Castellonis, Batavie, Whitcombi, Cynopteri, Butembo, Javanica, Panamá, 

Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Patoc e Sentot. Além dessas foram utilizados antígenos 

representando estirpes de leptospiras isoladas no Brasil, de animais domésticos e silvestres 

(Fig.1). 
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.Código 
Identificaçã

o 

Espécie animal 
de onde foi 

isolada 

Instituição(ções) 
envolvidas no 

isolamento 

Espécie Sorogrupo 
identificado* 

Sorovar 
identificado 

4-B (VPS) 
(An 776 
original) 

Gambá 
(D.marsupialis) 

Instituto Biológico 
São Paulo – CDC 

USA 

L.santarosai Bataviae Brasiliensis** 

M 7-87 Suíno (Sus 
scrofa) 

VPS -FMVZUSP L.interrogans Pomona Pomona# 

M 4/98 Búfalo 
(B.bubalis) 

VPS- FMVZ USP L.santarosai Sejroe Guaricura# 

M 9/99 Rato 
(R.norvegicus) 

VPS FMVZ USP 
Fundação Parque 
Zoológico S.Paulo 

L.interrogans Icterohaemorragiae Copenhagenii
# 

LO-1 Cão doméstico 
(C.familiaris) 

Universidade 
Estadual de Londrina 

L.interrogans Canicola Canicola# 

LO-4 Suíno (Sus 
scrofa) 

Universidade 
Estadual de Londrina 

L.interrogans Pomona Pomona# 

LO 14 Bovino(Bos 
taurus) 

Universidade 
Estadual de Londrina 

L.interrogans Canicola Canicola# 

2 A CAP Capivara 
(H.hidrochaeris) 

VPS FMVZ USP L.santarosai Gripptyphosa Bananal# 

M 
110/2006 

Carnívoro 
silvestre 
(C.thous) 

EMBRAPA VPS 
FMVZ USP 

 ???? ???/ 

* aglutinação cruzada com antisoro policlonal  
**absorção de aglutininas. 
# aglutinação com kit de anticorpos monoclonais  
??? não identificado 
 

FIG. 1. Estirpes de leptospiras isoladas de animais segundo código de identificação, espécie animal de onde foi 
isolada, Instituição(ções) que participaram do isolamento, espécie,  sorogrupo e sorovar identificados.        

Extração de DNA genômico 

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de 175 µl de papa de hemácia, 

adicionando-se 25 µl de PROTEINASE K (20 mg/mL) e incubando-se a 65°C/15 minutos. A 

seguir foram adicionados 250 µl de SDS 10% (Dodecil Sufato de Sódio), homogeneização por 

inversão e incubação a 65°C/6 minutos. Foram adicionados 400 µl de clorofórmio, agitação 

vigorosa em vortex, colocação de 200 µl da solução de precipitação protéica (3M C2H3KO2, 

2M CH3COOH) e nova homogeneização. A amostra foi centrifugada por 14000×g/10 minutos. 

O sobrenadante foi colhido e tratado com 500 µl de etanol P.A. refrigerado e, em seguida, 

homogeneização por inversão até formar um precipitado. Posteriormente procedeu-se a 

centrifugação a 14000×g/5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet formado foram 

adicionados 500 µl de etanol 70%. Logo após, a amostra foi centrifugada a 14000×g/3 minutos e 

o sobrenadante descartado. O pellet foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 50 µl 
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de Tris EDTA (10 mM Tris HCl pH 7,4, 1mM EDTA pH 8.0) e estocado a –20°C (Sambrook et 

al. 1987). 

Controle Positivo 

O controle positivo foi obtido de uma cultura em meio semi-sólido (Fletcher®, Difco) de 

Leptospira interrogans, sorovar Hardjo (Hardjoprajitno), cedida pela Agência Estadual de 

Defesa Sanitária e Vegetal do Estado de Mato Grosso do Sul (IAGRO). 

Desenho dos oligonucleotídeos 

O par de oligonucleotídeos utilizado foi desenhado segundo Mérien et al. (1992), para a 

amplificação de um produto de aproximadamente 331 pares de bases, que corresponde a uma 

região conservada do gene16S da estrutura primária de Leptospira spp.  O oligonucleotídeo A: 5’ 

GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’, corresponde à região de nucleotídeos 38 até 57 e o 

oligonucleotídeo B: 5’ TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’, corresponde á região do 

nucleotídeo 348 até 368. 

Amplificação dos genes pela técnica de PCR  

A reação de PCR foi realizada utilizando o par de oligonucleotídeo descrito acima em 

termociclador de gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradiente), com um volume final de 20 µl 

contendo 2 µl de tampão de PCR 10X (100 mM Tris-HCL pH 8,5, 500 mM KCL), 1,5 mM de 

MgCl2,  250 µM de cada dNTP, 0,02 U de taq DNA polimerase (lud®), 0,25 pmoles de cada 

oligonucleotídeo,  e 1µL de DNA molde. Os produtos da amplificação foram resolvidos por 

eletroforese a 100 V por 1 hora, separados por gel de agarose a 1%, corados com Syber Gold 

(Ivitrogen®) e visualizados por meio do sistema de captura de imagem X-ILP (Loccus®) com 

transluminador sob luz ultravioleta. 

Sensibilidade da Reação de PCR 

A sensibilidade da reação de PCR foi testada por meio de diluições seriadas (10 vezes) do 

DNA do controle positivo com água Millique®. O DNA genômico de L. interrogans sorovar 

Hardjo (Hardjoprajtino) foi diluído da concentração inicial de 280 ng/µl até uma diluição final de 

1:10-7. Este DNA foi diluído até que o mesmo apresentasse uma banda visível por meio da PCR, 

sendo o limite da detecção. Depois foram testadas todas as culturas que pertenciam à coleção de 

SAM pela PCR. 
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Clonagem dos Genes a partir do Produto de PCR  

Para a clonagem dos fragmentos de DNA do gene 16S dos diferentes isolados de 

Leptospira spp. foram adicionados em microtubos de 1,5 ml, 1 µl do vetor pGEM-T Easy 

(Promega®), 3 µl do produto de PCR, 1 µl da enzima Ligase T4, e 5 µl de tampão da ligação. 

Após este procedimento foi realizada a transformação utilizando-se de células E. coli TOP 10 F 

quimicamente competentes. 

Os clones recombinantes foram selecionados em meio Luria-bertani (LB) agar contendo 

100 µg/ml de ampicilina. A triagem das colônias foi efetuada com X-gal e IPTG. Os clones 

recombinantes foram propagados em LB líquido com ampicilina. 

Os plasmídeos foram extraídos pela minipreparação de plasmídeos (Sambrook et al. 

1987). 

Sequenciamento 

As amostras obtidas na minipreparação de plasmídios foram sequenciadas por meio do 

método de Sanger, que emprega o didesoxi ou terminadores de cadeia, em sequenciador 

automático ABI 3100 de 16 capilares (Applied Biosystems), segundo as recomendações do 

fabricante. As amostras foram sequenciadas com os oligonucleotídeos do gene 16S de L. 

interrogans e com o oligonucleotídeos do vetor  pGEM-T Easy e posteriormente analisada por 

meio do Blast N (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 

Analise Filogenética 

As amostras sequenciadas foram alinhadas com o auxílio do programa Mega 4.0 (Tamura 

et al. 2007).  A árvore filogenética foi construída pelo método de Neighbour-Joining (NJ), versão 

simplificada do método de mínima evolução (ME), que utiliza a distância medida para corrigir os 

vários acessos ao mesmo local (como o número de substituições de nucleotídeos ou 

animoácidos), o qual escolhe uma topologia mostrando o menor valor da soma de todos os ramos 

como uma estimativa correta da árvore. 

Para a construção da árvore filogenética foram utilizadas seqüências (Quadro1) que estão 

disponíveis no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada por meio do programa Bioestat, utilizando o teste do 

Qui-quadrado (χ2) com tabela de contingência 2 x 2, utilizando correção de Yates quando 
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necessário e Odds Ratio (Ayres et al. 2005) para comparar os resultados positivos dos testes de 

SAM e PCR.  

Quadro 1 – Número de acesso no GenBank de Leptospira spp. correspondente, utilizada  para a construção da 
árvore filogenética para analise parcial do gene 16 S 

 

 

 

Nº de Acesso Leptospira 

AY714984.1 Leptonema illini Illini  

FJ154579 Leptospira borgpetersenii Castellonis 

AM050569 Leptospira borgpetersenii Hardjo (Hardjobovis)  

FJ154600 Leptospira borgpeterseneii Javanica 

FJ154595 Leptospira borgpetersenii Tarassovi 

FJ154593 Leptospira borgpetersenii Sejroe 

FJ154580.1 Leptospira weilii Celledoni 

EU159692 Leptospira biflexa Patoc 

FJ 154543.1 Leptospira interrogans Autumnalis 

FJ154557.1 Leptospita interrogans Australis 

DQ991469.1 Leptospira interrogans Bataviae 

AM050586.1 Leptospira interrogans Bratislava 

DQ991472.1 Leptospira interrogans Canicola 

AY996790.2 Leptospira interrogans Copenhageni 

AM050570 Leptospira interrogans Hebdomandis 

AY996796.1 Leptospira interrogans Hardjo( Hardjoprajitno)  

FJ154549.1 Leptospira interrogan Icterohaemorrhagiae 

FJ154544.1 Leptospira interrogans Pomona 

FJ154552.1 Leptospira interrogans Pyrogenes 

EUA497661 Leptospia interrogans Wolffi  

DQ 991478.1 Leptospira  kirschneri Butembo 

AY631895.1 Leptospira kirschneri Cynopteri 

FJ 154572.1 Leptospira kirschneri Grippotyphosa 

FJ154582.1 Leptospira noguchii Panamá 

FJ154580.1 Leptospira weilii Celledoni 

AY631883 Leptospira santarosai Shermani 
AY293856.1 Turneriella parva parva 
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RESULTADOS 

Das 51 amostras de soro de veado campeiro testadas pela soroaglutinação microscópica 

três apresentaram reação positiva (5,9%) (Quadro2), sendo que os sorovares predominantes 

foram Pomona (2/3) (66%) e Butembo (1/3) (34%). 

 

Quadro 2 – Número de animais utilizados em cada teste e porcentagem de animais positivos 

Teste Nº animais  Nº positivos/% 

PCR 98 2 (2,04) 

SAM 51 3 (5,9) 

PCR/SAM 47 0 

 

Das 98 amostras de papa de hemácia testadas para Leptospira spp, por meio da PCR, 

duas (2,04 %) (Quadro2) apresentaram um fragmento de aproximadamente 331pb. A sequência 

de oligonucleotídeo utilizada amplificou todos os sorovares empregados na coleção utilizada 

para a realização da SAM. 

A sensibilidade analítica da reação de PCR foi de 280 fg/µl da concentração de DNA do 

controle positivo. Foi possível a visualização da banda, em gel de agarose a 1% corado com 

Syber Gold, quando o DNA foi diluído até 1:10-6 (Fig. 2). 

 

             Pb           1            2            3             4              5         6           7          

 

Fig. 2 – Sensibilidade analítica da PCR. Linha 1: Pb (marcado de pares de base 1Kb plus Invitrogen®), Linha 
2 a 7: controle positivo em diluições variando de 10-1 – 10-7 

≈330pb 

        100  

        300  

        1.000  
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As duas amostras positivas de O.bezoarticus foram clonadas, e após a clonagem foram 

obtidas colônias que continham o inserto com o gene parcial 16S de Leptospira spp. Os 

plasmídeos foram extraídos por meio da técnica de mini preparação de plasmídeos (Sambrook et 

al. 1987) e, posteriormente, o inserto contendo a seqüência parcial do gene 16S foi sequenciado. 

Após o sequenciamento, foi realizado o alinhamento com auxílio do programa Mega 4.0 

(Tamura et al. 2007) para se obter a sequência consenso esta analisada por meio do Blast N. Com 

a sequência consenso foi verificado que o isolado O. bezoarticus 2 teve 100% de identidade (1e-

172) com L. interrogans sorovar Australisn número de acesso no GenBank FJ154557.1  e o 

O.bezoarticus 31 teve 99% identidade (1e-104) com L. interrogans sorovar Copenhageni, 

número de acesso GenBank FJ154558.1 . 

Com este resultado foi construída a árvore filogenética, pelo alinhamento de sequências 

parciais do gene 16S depositadas no GenBank, pelo método de Neighbour-Joining.  

Após a separação de Leptospira biflexa patoc, Leptonema ilinni Illini e Tuneria parva 

Parva, utilizadas como out group (Morey et al. 2006) obteve-se um grande grupo das leptospiras 

patogenicas Os isolados de cervídeos ficaram dentro do grupo de Leptospira interrogans (Fig. 

3). 

Os isolados de O.bezoarticus não apresentaram diferença quanto à topologia do grande 

grupo de Leptospira interrogans, pois estão dentro do mesmo clado significando que estes estão 

muito próximos de L. interrrogans. 

Os testes estatísticos foram aplicados aos animais que foram testados por meio de PCR e 

SAM. Não havendo diferença entre os testes diagnosticos, pois a probabilidade de um resultado 

PCR positivo entre os animais com sorologia positiva não foi superior a dos que apresentaram 

sorologia negativa. A proporção de animais soropositivos com PCR positivo foi semelhante à 

dos animais soropositivos com PCR negativo  (χ
2= 0,142; p=0,706 e OR=0 e p= 0,271). 
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Fig. 3 - Filogenia de Leptospira spp. construída a partir do alinhamento de sequências parciais do gene 16S. 
Método utilizado foi o de Neighbour-Joining. O suporte de cada clado foi determinado por 1000 bootsprap 
indicando o valor dos nós internos (%). 

 

DISCUSSÃO  

Poucas informações têm sido reportadas sobre doenças infecciosas em cervídeos (Uhuart 

et al. 2003). No Pantanal sul-mato-grossense já foram realizados alguns inquéritos para 

Leptospira em cervídeos. 

No presente estudo foi verificada a presença de leptospiras em O. bezoarticus, com o 

emprego da técnica de PCR, procedimento que ainda  não havia sido utilizado para a pesquisa de 

leptospiras nestes animais. Foi encontrada uma positividade de 2,04% (2/98). Por se tratar de 



 

 

53

uma PCR aplicada a amostras de sangue, este procedimento deve ser utilizado como método de 

triagem, pois os animais positivos estarão na fase de leptospiremia (que dura de 7-15 dias após a 

infecção) (Brasil 2005). 

Na soroaglutinação microscópica foi encontrada a ocorrência de 5,9% (3/51) animais 

reagentes, sendo o Pomona o sorovar predominante. Os resultados obtidos diferem do 

encontrado por Mathias et al. (1999), onde o percentual foi de 24% (4/17), sendo predominante o 

sorovar Hardjo, este trabalho foi realizado na mesma região com os O. bezoarticus, e na região 

do Parque das Emas onde todos os O. bezoarticus foram negativos (24 animais) na SAM. 

Os resultados obtidos no presente trabalho concordaram com os obtidos por Girio et al. 

(2003), que registraram quatro (9,7%) animais reagentes pela soroaglutinação microscópica 

realizada em 41 animais e não detectaram a presença de Leptospira spp. nos rins e fígado dos 

animais que vieram a óbito durante a captura. Porém, no que se refere aos sorovares 

predominantes, houve discordância entre os resultados do presente trabalho e os de Girio et 

al.(2003), uma vez que tais autores encontraram  maior frequência de reações para o sorovar 

Wolffi, que tem os bovinos, como hospedeiro de manutenção e no presente trabalho houve maior 

frequência de reações para  o sorovar Pomona, mantido em condições naturais pelos suínos. 

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a leptospirose ocorre em cervídeos 

da área estudada, e que a presença de cervídeos infectados por esse agente representa um risco 

para outros animais domésticos e silvestres da região.   

Obteve-se um best hits de 99% (e-value1e-169) para L interrogans sorovar Australis para 

o animal 2 e 99% (e-value1e-104) L. interrogans sorovar Copenhageni para o animal 31. O 

sorovar Australis tem sido encontrado em equinos, sem sintomatologia clinica (Maciel et al. 

2008, Pinho et al. 2007) e o sorovar Copenhageni já foi isolado em vários animais tendo como 

reservatório os roedores e desenvolvendo sintomas clínicos em seus hospedeiros acidentais 

(Rodrigues 2008). Girio et al. (2003) já haviam detectado o sorovar Copenhageni em cervídeos 

na mesma região pelo teste SAM, o que corrobora o presente resultado. Entretanto, considerando 

que os primers escolhidos amplificam uma região conservada do gene 16S de Leptospira spp não 

se pode afirmar que os fragmentos obtidos sejam de fato pertencentes aos sorovares 

Copenhageni e Australis.  



 

 

54

A figura 3 mostra que os isolados dos cervídeos ficaram dentro do grande grupo onde se 

encontram leptospiras que tem como reservatórios os suínos e/ou bovinos. 

Com os resultados obtidos na SAM sugerem uma hipótese de que o porco monteiro (Sus 

scrofa feral), que representa uma das maiores biomassas da região (Mourão et. 2002), possa estar 

transmitindo o sorovar Pomona a população de veados campeiro. Com esse resultado pode-se 

sugerir que sorovares de Leptospira estão circulando nas populações domésticas e silvestres da 

região estudada, contudo as possíveis interações epidemiologicas entre cervídeos e bovinos ainda 

necessitam de maiores estudos para serem esclarecidas. 
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Levantamento de Leptospira spp. em mamíferos silvestres do Pantanal por meio de 

técnicas sorológicas e moleculares. 

 

Anahí S. Vieira & Aiesca O. Pellegrin 

 

ABSTRACT.-Vieira A.S. & Pellegrin A.O. [Survey of Leptospira spp. wild mammals in the 

Pantanal by serological and molecular techniques.] Levantamento de Leptospira spp. em 

mamíferos silvestres do Pantanal por meio de técnicas sorológicas e moleculares. Pesquisa 

Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Programa Mestrado em Ciência Animal. Universidade 

Federal do Mato Grosso do Sul, 79070-900 Campo Grande, MS, Brasil. E-mail: 

Anahi_sv@yahoo.com.br  

 A survey of Leptospira spp. wild mammals was performed in the southern Pantanal of 

Mato Grosso by microscopic agglutination test (MAT) test and polymerase chain reaction 

(PCR). The serovars most frequently in animals investigated were Hardjobovis (28%), 

Icterohemorhagie (12%), isolated 110/2006 (isolated from C. thous) (16%), Canicola (L014 

isolated from Bos taurus) (4%), Wthicombi (4%), Pomona (20%), autumnalis (12%) and 

Copenhageni (M9/99 isolated Rattus norvegicus) (4%). Of the 79 samples tested by PCR, 21 

(26.58%) were positive, and amplified a fragment of approximately 331pb. Two amplified 

fragments obtained from samples of Cerdocium thous were cloned and sequenced and 

phylogenetic analysis identified as L. interrogans. 

 

INDEX TERMS: Leptospirosis,Wildlife, PCR, Serology, Pantanal 

 

RESUMO.- Foi realizado um levantamento de Leptospira spp. em mamiferos silvestres do 

Pantanal sul-mato-grossense por meio de soroaglutinaçao microscópica (SAM) e ensaio da 

polimerase em cadeia (PCR). Os sorovares de maior frequência nos animais investigados foram  

Hardjobovis (28%), Icterohemorhagie (12%), isolado 110/2006 (isolado de C. thous) (16%), 

Canicola (isolado L014 de Bos taurus)(4 %), Wthicombi (4%), Pomona (20%),  Autumnalis 

(12%) e Copenhageni (isolado M9/99 de Rattus norvergicus)(4%). Das 79 amostras testadas pela 
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PCR, 21 (26,58%) foram positivas, sendo amplificado um fragmento de aproximadamente 

331pb. Dois fragmentos amplificados obtidos de amostras de Cerdocium thous foram clonados e 

sequenciados e pela análise filogenética identificadas como L. interrogans. 

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Leptospirose, Animais silvestres, PCR, Sorologia, Pantanal 

 

 

INTRODUÇÃO  

A leptospirose é considerada uma doença re-emergente e mundialmente distribuída, que 

afeta animais silvestres, domésticos e o homem. Esta doença é causada por espiroquetas 

pertencentes à família Leptospiracea e gênero Leptospira. Esta enfermidade tem acarretado 

elevados prejuízos econômicos para a pecuária nacional, cujo principal impacto é o 

comprometimento do desempenho reprodutivo, devido aos abortamentos, natimortalidade, 

nascimento de bezerros fracos, mastite e agalaxia (Barr & Anderson 1993). A doença ocorre 

tanto em animais domésticos como silvestres e tem o homem com ponto final da cadeia 

epidemiológica (Scarcelli et al. 2003). 

A transmissão direta é provavelmente a principal forma de manutenção da leptospirose 

dentro de um rebanho (Ellis 1994) e pode ocorrer pelo contato com a urina de animais 

infectados, descarga uterina pós-aborto e líquido de placenta, por contato sexual e ainda por via 

transplacentária. A transmissão indireta ocorre pela exposição do animal a um ambiente 

contaminado ou por inseminação artificial. As infecções incidentais, determinadas por amostras 

mantidas por outras espécies domésticas ou silvestres, ocorrem geralmente de forma indireta 

(Bolin & Alt 1999). 

Um dos maiores desafios dos estudos de leptospiras tem sido a tipificação de ambientes e 

modos de transmissão, que são altamente dependentes dos sorovares; e somente alguns sorovares 

podem ser endêmicos numa região particular, sendo que cada um tende a ser mantido em seu 

hospedeiro específico. Isto mostra que a epidemiologia da leptospirose em animais domésticos é 

extremamente complexa porque estes podem ser infectados por qualquer sorovar patogênico. 
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Como por exemplo, o sorovar Hardjo (Hardjobovis e Hardjoprajitno), mantido pelo bovino, tem 

sido isolado de outras espécies de animais domésticos, destacando-se a importância dos bovinos 

na cadeia epidemiológica de transmissão. Em bovinos, L. borgpetersenii sorovar Hardjobovis 

está associada com infecção renal crônica, sendo excretada em maior quantidade pela urina e L. 

interrogans sorovar Hardjoprajitno está mais comumente associada com problemas reprodutivos. 

Além do sorovar Hardjo, outros sorovares de Leptospira spp são considerados agentes 

causadores de aborto em vacas: Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Balcanica, Canicola, Ballum, 

Bataviae, Autummalis e Saxkoebing (Faine et al. 1999). 

Embora a pesquisa sobre a leptospirose em animais silvestres tenha avançado em vários 

países, no Brasil as informações sobre o tema ainda são esparsas e pontuais, deixando uma 

lacuna no conhecimento da cadeia epidemiológica da doença, o que dificulta a elaboração de 

planos de controle em regiões com grande densidade de animais silvestres e ambientes 

ecologicamente favoráveis (Girio et al. 2003).  

No Pantanal, as condições ecológicas são altamente favoráveis a ocorrência de 

leptospirose bovina, uma vez que o agente sobrevive mais tempo em áreas alagadas e de 

temperaturas elevadas (Lins et al. 1986).  

A presença de doenças em populações selvagens, mesmo sem a ocorrência de surtos 

epidêmicos, pode ser um importante indicador de distúrbio ecológico, refletindo modificações no 

ecossistema ou bioma e conseqüentemente afetando os seus padrões de sustentabilidade.  

O diagnóstico recomendado pela Organização Mundial da Saúde é a soroaglutinação 

microscópica (SAM) considerado como “Padrão-Ouro” (OIE 2006), porém esta técnica 

apresenta alguns inconvenientes, como reação cruzada entre os vários sorovares, principalmente 

do mesmo sorogrupo.  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método de detecção direto, rápido, 

sensível e específico, podendo ser utilizada diretamente em amostras clínicas como sangue, urina 

ou humor aquoso (Ball et al. 1994, Mérien et al. 1992). Está técnica, embora não seja capaz de 

identificar os sorovares infectantes, tem sido utilizada para a detecção da infecção no homem e 

em animais domésticos, porém não tem sido adotada como técnica de triagem para a detectar 

animais silvestres portadores de Leptospira spp. 
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Os objetivos deste trabalho foram identificar espécies de mamíferos infectados pela Leptospira 

spp.na região do Pantanal utilizando as técnicas de SAM e PCR, bem como os principais 

sorovares circulantes nessas espécies. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Área de estudo:  

As áreas estudadas estão localizadas na região central do Pantanal brasileiro, conhecido 

como Pantanal da Nhecolândia (18º 59’ 115’’ S, 56º 37’ 63’’N), que incluiu o campo 

experimental da Embrapa Pantanal e propriedades circunvizinhas. 

O clima desta região é considerado, tipicamente pantaneiro subúmido, com temperaturas 

elevadas (19 a 28º), e estação seca de mais de quatro meses anual, com medias pluviométricas de 

1.200 mm/ano (Garcia & Castro 1986).  

 As unidades de vegetação estão dispostas em mosaico, alternando cerradões e florestas 

estacionais nas “Cordilheiras”, campos úmidos e sazonais, nas partes alagáveis e circulando 

lagoas; cerrados e campos nas partes intermediárias do relevo (Rodela et al. 2007).     

Amostras: 

Foram capturados 164 animais assim distribuídos: 49 Trichomys pachyurus, oito 

Oecomys mamorae, um Myrmecophag. tridactyla, 38 Cerdocyon thous, dois Euphactus sexcinctus, 

nove Leopardus pardalis, 55 Nasua nasua e duas  Panthera onca. 

Os animais foram capturados por meio de armadilhas e contenção química conforme as 

recomendações do guia de captura, manuseio e cuidados com animais, aprovados pela sociedade 

Americana de Mastozoologia (Animal Care and Use commitee, 1998). A captura foi realizada 

com licença ambiental do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA): (16010-1) 6425591/33454426, (003/2006) 0214.000540/2005-82, 

(006/20007) 02038.000114/06-90, (005/2007) 02014.000382/2007-22, (015/2007) 

02014.000419/07-97, (003/2006) 0214.000540/2005-82. 
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Para a captura dos roedores, T. pachyurus (rato do campo), O. mamorae (rato do campo) 

e Xenarthas M. tridactyla (tamanduá-bandeira) e E. sexcinctus (tatu) foram utilizadas armadilhas 

do tipo Sherman e Tomahawk dispostas em transectos. Os animais capturados foram 

anestesiados para coleta de sangue por punção cardíaca (roedores) e os demais por coleta na veia 

cefálica ou safena. 

A captura de carnívoros como N. nasua (quatis), C. thous (lobinho) e de espécies 

solitárias, como L.  pardalis (jaguatirica), P. onca (onça pintada), foram feitas utilizando-se de 

armadilhas do tipo Tomahawk. Os animais foram anestesiados e coletado sangue, acondicionado 

em tubos com e sem anticoagulante (EDTA) para obtenção de soro e papa de hemáceas, 

respectivamente. 

Teste de Soroaglutinação Microscópica  

A pesquisa de anticorpos aglutinantes anti-leptospiras, foi efetuada pela reação de 

soroaglutinação microscópica de acordo com Cole Jr. et al. (1973). Para o diagnóstico foi 

utilizada uma coleção de antígenos vivos, representantes de 19 sorogrupos de Leptospira 

interrogans, composta pelos sorovares: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, 

Autumnalis, Pomona, Grippotyphosa, Hebdomadis, Wolffi, Bratislava, Harjobovis e 

Hardjoprajtino, Castellonis, Batavie, Whitcombi, Cynopteri, Butembo, Javanica, Panamá, 

Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Patoc e Sentot. Além dessas foram utilizados antígenos 

representando estirpes de leptospiras isoladas no Brasil, de animais domésticos e silvestres (Fig. 

1). 

Extração de DNA genômico 

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de 175 µl de papa de hemácia, 

adicionando-se 25 µl de PROTEINASE K (20 mg/mL) e incubando-se a 65°C/15 minutos. A 

seguir foram adicionados 250 µl de SDS 10% (Dodecil Sufato de Sódio), homogeneização por 

inversão e incubação a 65°C/6 minutos. Foram adicionados 400 µl de clorofórmio, agitação 

vigorosa em vortex, colocação de 200 µl da solução de precipitação protéica (3M C2H3KO2, 

2M CH3COOH) e nova homogeneização. A amostra foi centrifugada por 14000×g/10 minutos. 

O sobrenadante foi colhido e tratado com 500 µl de etanol P.A. refrigerado e, em seguida, 

homogeneização por inversão até formar um precipitado. Posteriormente procedeu-se a 



 

 

63

centrifugação a 14000×g/5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet formado foram 

adicionados 500 µl de etanol 70%. Logo após, a amostra foi centrifugada a 14000×g/3 minutos e 

o sobrenadante descartado. O pellet foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 50 µl 

de Tris EDTA (10 mM Tris HCl pH 7,4, 1mM EDTA pH 8.0) e estocado a –20°C (Sambrook et 

al. 1987). 

 

Código 

Identificaçã

o 

Espécie animal 

de onde foi 

isolada 

Instituição(ções) 

envolvidas no 

isolamento 

Espécie Sorogrupo 

identificado* 

Sorovar 

identificado 

4-B (VPS) 

(An 776 

original) 

Gambá 

(D.marsupialis) 

Instituto Biológico 

São Paulo – CDC 

USA 

L.santarosai Bataviae Brasiliensis** 

M 7-87 Suíno (Sus 

scrofa) 

VPS -FMVZUSP L.interrogans Pomona Pomona# 

M 4/98 Búfalo 

(B.bubalis) 

VPS- FMVZ USP L.santarosai Sejroe Guaricura# 

M 9/99 Rato 

(R.norvegicus) 

VPS FMVZ USP 

Fundação Parque 

Zoológico S.Paulo 

L.interrogans Icterohaemorragiae Copenhagenii

# 

LO-1 Cão doméstico 

(C.familiaris) 

Universidade 

Estadual de Londrina 

L.interrogans Canicola Canicola# 

LO-4 Suíno (Sus 

scrofa) 

Universidade 

Estadual de Londrina 

L.interrogans Pomona Pomona# 

LO 14 Bovino(Bos 

taurus) 

Universidade 

Estadual de Londrina 

L.interrogans Canicola Canicola# 

2 A CAP Capivara 

(H.hidrochaeris) 

VPS FMVZ USP L.santarosai Gripptyphosa Bananal# 

M 

110/2006 

Carnívoro 

silvestre 

(C.thous) 

EMBRAPA VPS 

FMVZ USP 

 ???? ???/ 

* aglutinação cruzada com antisoro policlonal  
**absorção de aglutininas. 
# aglutinação com kit de anticorpos monoclonais  
??? não identificado 
 

Fig.1. Estirpes de leptospiras isoladas de animais segundo código de identificação, espécie animal de onde foi 
isolada, Instituição(ções) que participaram do isolamento, espécie,  sorogrupo e sorovar identificados. 
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Controle Positivo 

O controle positivo foi obtido de uma cultura em meio semi-sólido (Fletcher®) de 

Leptospira interrogans, sorovar Hardjo (Hardjoprajitno), cedida pela Agência Estadual de 

Defesa Sanitária e Vegetal do Estado de Mato Grosso do Sul (IAGRO). 

Desenho dos oligonucleotídeos 

O par de oligonucleotídeos utilizado foi desenhado segundo Mérien et al. (1992), com a 

amplificação de um produto de aproximadamente 331 pares de bases, que corresponde a uma 

região conservada do gene16S da estrutura primária de Leptospira spp.  O oligonucleotídeo A: 5’ 

GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’, corresponde à região de nucleotídeos 38 até 57 e o 

oligonucleotídeo B: 5’ TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’, corresponde á região do 

nucleotídeo 348 até 368. A especificidade do oligonucleotídeo foi testada por Mérien et al. 

(1992) utilizando varios organismos patogenicos como: B. burgdoferi B 31, Borrelia hermsii, 

Treponema denticola, Treponema pallidum, Spirochaeta aurantia, Escherichia coli, Shigella 

flexneri, Salmonella enteritidis, Proteus mirabilis, Klebisiella pneumoniae, Estreptococcus grupo 

D,  Staphylococcus  aureus e Mycobacterium tuberculosis. 

Amplificação dos genes pela técnica de PCR  

A reação de PCR foi realizada utilizando o par de oligonucleotídeo descrito acima, em 

termociclador de gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradiente), com um volume final de 20 µl 

contendo 2 µl de tampão de PCR 10X (100 mM Tris-HCL pH 8,5, 500 mM KCL), 1,5 mM de 

MgCl2,  250 µM de cada dNTP, 0,02 U de taq DNA polimerase (lud®), 0,25 pmoles de cada 

oligonucleotídeo,  e 1µL de DNA molde. Os produtos da amplificação foram resolvidos por 

eletroforese a 100 V por 1 hora, separados por gel de agarose a 1%, corados com Syber Gold 

(Ivitrogen®) e visualizados por meio do sistema de captura de imagem X-ILP (Loccus®) com 

transluminador sob luz ultravioleta. A sensibilidade analítica da PCR empregada já havia sido 

previamente estimada em 280 ng/µl (Vieira et al. 2009). 

Clonagem dos Genes a partir do Produto de PCR  

Para a clonagem dos fragmentos de DNA do gene 16S dos diferentes isolados de 

Leptospira spp. foram adicionados em microtubos de 1,5 ml, 1 µl do vetor pGEM-T Easy 

(Promega®), 3 µl do produto de PCR, 1 µl da enzima Ligase T4, e 5 µl de tampão da ligação. 
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Após este procedimento foi realizado a transformação utilizando células E. coli TOP 10 F 

quimicamente competente. 

Os clones recombinantes foram selecionados em meio Luria-bertani (LB) agar contendo 

100 µg/ml de ampicilina. A triagem das colônias foi realizada através da utilização do X-gal e 

IPTG. Os clones recombinantes foram propagados em LB líquido com ampicilina. 

Os plasmídeos foram extraídos através da minipreparação de plasmídeos segundo 

Sambrook et al. (1987). 

Sequenciamento 

As amostras obtidas na minipreparação de plasmídios foram sequênciadas por meio do 

método de Sanger, que emprega o didesoxi ou terminadores de cadeia, em sequenciador 

automático ABI 3100 de 16 capilares (Applied Biosystems), segundo as recomendações do 

fabricante. As amostras foram sequenciadas com os oligonucleotídeos do gene 16S de L. 

interrogans e com o oligonucleotídeos do vetor  pGEM-T Easy e posteriormente analisada por 

meio do Blast N, que consiste em uma busca heurística desenvolvida para ser uma alternativa 

mais rápida para comparar sequências. Esse programa é capaz de comparar sequências de 

nucleotídeos contra um banco contendo milhares de sequências). (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 

Análise Filogenética 

As amostras sequenciadas foram alinhadas com o auxílio do programa Mega 4.0 (Tamura 

et al. 2007).  Os tamanhos das sequências variaram de 166 a 246 pb. Os fragmentos analisados 

neste trabalho não correspondem a sequência completa do gene 16S de Leptospira spp. 

A árvore filogenética foi construída pelo método de Neighbour-Joining (NJ), versão 

simplificada do método de mínima evolução (ME), que utiliza a distância medida para corrigir os 

vários acessos ao mesmo local (como o número de substituições de nucleotídeos ou 

animoácidos), o qual escolhe uma topologia mostrando o menor valor da soma de todos os ramos 

como uma estimativa correta da árvore. 

Para a construção da árvore filogenética foram utilizadas sequências (Quadro 1) que estão 

disponível no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada por meio do programa Bioestat, (Ayres et al. 2005) 

utilizando o teste do Qui-quadadro (χ2) com tabela de contingência 2 x 2, utilizando correção de 

Yates quando necessário e Odds Ratio (Ayeres et al. 2005). Os testes foram aplicados somente 

nas amostras de C. thous e N. nasua, para comparar os resultados positivos dos testes SAM e 

PCR.  

Quadro 1. Número de acesso no GenBank de Leptsopira spp. correspondente, utilizado para a construção da 
árvore filogenética para analise parcial do gene 16 S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nº de Acesso Leptospira 

AY714984.1 Leptonema illini Illini 

FJ154579 Leptospira borgpetersenii Castellonis 

AM050569 Leptospira borgpetersenii Hardjo (Hardjobovis)  

FJ154600 Leptospira borgpeterseneii Javanica 

FJ154595 Leptospira borgpetersenii Tarassovi 

FJ154593 Leptospira borgpetersenii Sejroe 

FJ154580.1 Leptospira weilii Celledoni 

EU159692 Leptospira biflexa Patoc 

FJ 154543.1 Leptospira interrogans Autumnalis 

FJ154557.1 Leptospita interrogans Australis 

DQ991469.1 Leptospira interrogans Bataviae 

AM050586.1 Leptospira interrogans Bratislava 

DQ991472.1 Leptospira interrogans Canicola 

AY996790.2 Leptospira interrogans Copenhageni 

AM050570 Leptospira interrogans Hebdomandis 

AY996796.1 Leptospira interrogans Hardjo( Hardjoprajitno) 

FJ154549.1 Leptospira interrogan Icterohaemorrhagiae 

FJ154544.1 Leptospira interrogans Pomona 

FJ154552.1 Leptospira interrogans Pyrogenes 

EUA497661 Leptospia interrogans Wolffi  

DQ 991478.1 Leptospira  kirschneri Butembo 

AY631895.1 Leptospira kirschneri Cynopteri 

FJ 154572.1 Leptospira kirschneri Grippotyphosa 

FJ154582.1 Leptospira noguchii Panamá 

FJ154580.1 Leptospira weilii Celledoni 

AY631883 Leptospira santarosai Shermani 

AY293856.1 Turneriella parva parva 
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RESULTADOS 

A frequência de animais sorologicamente positivos para a Leptospira foi de 22,97% de 

animais reagentes positivos (Quadro 2). O número de reações aproveitadas foi de 24 e as de 

variantes sorológicas mais prováveis observadas foram Hardjobovis (28%), Icterohemorhagie 

(12%), isolado 110/2006 (16%), Canicola (isolado L014 de Bos taurus) (4 %), Wthicombi (4%), 

Pomona (20%), Autumnalis (12%) e Copenhageni (isolado M9/99 de Rattus novergicus) (4%) 

(Quadro 3).  

Das 79 amostras testadas por meio da PCR para Leptospira spp. 21 animais (26,58%) 

apresentaram um fragmento de aproximadamente 331pb (Fig. 2),   

 
Quadro 2. Número de animais examinados, porcentagem de reagentes no teste de SAM e positivos na PCR 

Animais Examinados SAM % Reagentes SAM Examinados PCR %Reagente PCR 

T. pachyurus 49/5 10,2 13/2 15,38 

O. mamorae 8/0 0 0 0 

M. tridactyla 1/0 0 0 0 

C. thous 38/13 34,21 26/10 38,46 

N. nasua 4515 34,09 32/9 28,12 

L. pardalis 6/1 14,28 4/0 0 

E. sexcinctus 1/0 0 2/0 0 

P. onca 0 0 2/0 0 

Total 148/34 22,97 79/21 26,58 

 
 

 

Fig. 2. Resultado da PCR em gel de agarose 1% para detecção de Leptospira spp. em mamíferos silvestres 
utilizando uma sequência parcial do gene 16S. PB (marcados de  pares de bases 1 Kb plus Ivitrogen®), 1 (T. 
panchyurus positivo), 2 (T. panchyurus positivo), 3 (P. onca negativo), 4 (P. onca negativo), 5 (L. pardalis 
negativo), 6 (L. pardalis negativo), 7 (E. sexcinctus negativo), 8 (C. thous positivo), 9 (C. thous negativo), 10 (C. 
thous positivo), 11 (N.nasua positivo), 12 (N.nasua positivo), 13 (N. nasua positivo), 14 (N. nasua negativo) e 
C+ (controle positivo L. interrogans sorovar Hardjoprajitno. 

         1.000  

        300  
            100  

≈ 330 pb 
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Quadro 3.  Reações aproveitadas e o percentual de variantes sorológicas mais prováveis no SAM 

   

ESPÉCIE 

 

Nº de reagentes   C. thous 
E. 

sexcinctus 
L. 

pardalis 
M. 

tridactyla 
N. 

nasua 
O. 

mamorae 
T. 

pachyurus 
Tota

l 

Animais  13 0 1 0 15 0 5 34 

Mais prováveis*  10 0 1 0 13 0 1 25 

SOROVAR  Sorovares mais prováveis (%)**  

Hardjobovis  50 nr*** nr*** nr*** 15,37 nr*** nr***   

Icterohaemorrhagiae  nr nr*** 100 nr*** 7,7 nr*** 100   

Grippotyphosa  nr nr*** nr*** nr*** Nr nr*** nr***   

110/2006  10 nr*** nr*** nr*** 23,07 nr*** nr***   

Lo14  10 nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

Wthicombi  10 nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr***   

Pomona  10 nr*** nr*** nr*** 38,46 nr*** nr***   

Autumnalis  10 nr*** nr*** nr*** 7,7 nr*** nr***   

Australis  nr*** nr*** nr*** Nr nr*** nr*** nr***   

Bratislava  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

Cynopteri  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

Copenhageni  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

M9/99  nr nr*** nr*** nr*** 7,7 nr*** nr***   

GR6  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

L04  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

Castellonis  nr nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr***   

Pyrogenes  nr nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr***   

L01  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

5M7/87  nr nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

2 ACAP  nr*** nr*** nr*** nr*** nr nr*** nr***   

Tarassovi  nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr   

Hardjpretjitno  nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr   

Wollfi   nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr*** nr   

* número de reações aproveitadas, sendo desconsideradas aquelas com título mais alto idêntico para dois ou mais 
sorovares 

** percentual de reações por sorovar, considerando apenas os reagentes mais prováveis 

*** nr: não reagente 
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O par de oligonucleotídeos utilizados amplificou todos os sorovares utilizados na bateria 

de SAM (Fig. 3) e a sensibilidade analítica da reação de PCR foi de 280 fg/µl da concentração de 

DNA do controle positivo. Foi possível visualizar banda, em gel de agarose a 1% corado com 

Syber Gold, quando o DNA foi diluído até 1:10-6 (Fig. 4). 

 

 

Fig. 3. Resultado da PCR em gel de agarose 1% para a detecção de Leptospira spp das culturas de Leptospira 
em meio líquido, utilizadas na bateria SAM. PM (marcador de pares de bases 1kb plus Invitrogen®) C+ 
(controle positivo L. interrogans sorovar Hardjoprajitno),  C- (controle negativo),; 1-Australis; 2-Castellonis; 
3-Bratislava; 4-Butembo; 5-Bataviae; 6-Canicola; 7-M7/87 –Suíno; 8-Whitcombi; 9-Cynopteri; 10-
Grippotyphosa; 11-Hebdomadis; 12-Icterohaemorrhagiae; 13-M4/98-Bubalino; 14-Copenhageni; 15-
Javanica; 16-M999 Rato-Rattus norvergicus; 17-Pamana; 18-Pomona; 19-Pyrogenes; 20-Hardjoprajitno; 21-
Hardjobovis. 
 

          Pb            1            2            3            4            5         6           7          

   
Fig. 4. Resultado da PCR em gel de agarose 1% da diluição seriada do DNA controle positivo até 1:10-7. 
Linha 1: Pb (marcado de pares de base 1Kb plus Invitrogen®), Linha 2 a 7: 10-1 – 10-7(diluição seriada do 
controle positivo na base 10). 

≈330pb 

        100  

        300  

        1.000  
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As amostras positivas de C. thous, 21 e 39 foram clonadas e sequenciadas. Após o 

sequenciamento, foi realizado o alinhamento com auxílio do programa Mega 4.0 (Tamura et al. 

2007) para se obter a sequência consenso, esta analisada por meio do Blast N. Os resultados 

indicaram que o isolado C.thous 21 teve 99% de identidade (1e-121) com L. interrogans sorovar 

Copenhageni (Fig. 5), número de acesso no GenBank FJ154569.1 e o isolado C. thous 39 teve 

97% de identidade(1e-69 ) com L. interrogans sorovar Sejroe (Fig. 6), número de acesso 

FJ154558.1. 

 
 FJ154569.1 Leptospira interrogans sorovar  Copenhageni cepa Wijinberg 16S ribossomal RNA gene, 

sequência parcial. 99% de identidade e 1e-121 
Query 1    AGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGA 60 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 18   AGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGA 77 
 
Query 61   GTCTAGGATAACCTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCATAAGAT 
120 
           |||| ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 78   GTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCATAAGAT 
137 
 
Query 121  TTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAG 
180 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 138  TTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAG 197 
 
Query 181  GTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGG 
240 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 198  GTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGG 
257 
 
Query 241  AACTGA  246 
           |||||| 
Sbjct 258  AACTGA  263 
 
 
 
Fig. 5 - Identidade no Blast N, sequência parcial do gene 16S, do isolado de C. thous 21 com L. interrogans 
Copehnageni. 
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FJ154558.1 Leptospira interrogans sorovar Sejroe cepa 3705 16S ribossomal RNA gene, sequência parcial. 
97% de identidade 1e-69. 
 
Query 6    GCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAACAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTA 
65 
           |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 3    GCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTA 62 
 
Query 66   ACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTAGGATAACCTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGG 
125 
           ||||||||||||||||||||||||||| ||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 63   ACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGG 122 
 
Query 126  ATGGTCCCGAGAGATCATAAGATTTTTCGGGAAAAGAT  163 
           ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct 123  ATGGTCCCGAGAGATCATAAGATTTTTCGGGTAAAGAT  160 
 
Fig. 6.  Identidade no Blast N, sequência parcial do gene 16S, do isolado de C. thous 39 com L. interrogans 
Serjroe. 

 

 

Com os resultado apresentados foi construída a árvore filogenética, pelo alinhamento de 

sequências parciais do gene 16S depositadas no GenBank, pelo método de Neighbour-Joining. 

Após a separação de Leptospira biflexa patoc, Leptonema ilinni Illini e Tuneria parva Parva, 

utilizadas como out group (Morey et al. 2006) obteve-se um grande grupo das leptospiras 

patogênicas. Os isolados de C. thous ficaram dentro do grupo de Leptospira interrogans (Fig. 7). 

Os isolados de C.thous não apresentam diferença quanto à topologia do grande grupo de L. 

interrogans, pois estão dentro do mesmo clado, significando que estes estão muito próximos de 

L. interrrogans. 

Com relação aos testes utilizados foram comparados somente os resultados de C.thous 

(χ2= 0,244; p=0,6217 e OR= 1,500; p= 0,9345 8) e N. nasua (χ2= 1,497; p= 0,2211 e OR= 3,333; 

p= 1,45) não sendo evidenciada diferença significativa quanto a detecção de animais infectados 

quando utilizada a PCR ou a SAM. 
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Fig. 7 - Filogenia de Leptospira ssp. construída a partir do alinhamento de sequências parciais do gene 16S. 
Método utilizado foi o de Neighbour-Joining. O suporte de cada clado foi determinado por 1000 bootsprap 
indicando o valor dos nós internos (%). 

 

DISCUSSÃO 

Os dados apresentados demonstraram que os N. nasua e os C.thous são as espécies que 

apresentam maior frequência de reações positivas para Leptospira spp., qualquer que seja o teste 

diagnóstico utilizado, SAM ou PCR.  

Como já foi demonstrado em outro trabalho e com outros patógenos (Herrera et al. 2008) 

 o N. nasua pode ser um potencial reservatório de doenças no Pantanal, além de apresentar 
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grande densidade nessa região (1.5 indivíduos/Km2), habitando todos os biomas. O mesmo pode 

ocorrer com o C. thous, que é a espécie mais avistada na região (Silva et al. 2004). Por outro 

lado, tanto o C. thous quanto o N. nasua são carnívoros e estão no topo da cadeia alimentar, 

regulando as populações de suas presas e dessa forma, influenciando toda dinâmica do 

ecossistema em que vivem (CENAP 2004).  

Existe uma suposição, baseada no paradigma de que necessário um limiar de densidade de 

uma espécie para o estabelecimento e persistência de uma doença, que a escala de transmissão da 

mesma tem relação direta e positiva com a abundância da espécie hospedeira no ecossistema 

(Kermack & McKendrick, Anderson & May, 1979; May & Anderson, 1979). Nesse contexto, 

tanto o N. nasua quanto o C. thous podem ser consideradas espécies-chave na epidemiologia da 

Leptospirose no ecossistema estudado. Pelo fato de haver sobreposição das duas espécies na 

mesma área de uso isto poderia explicar a frequência de Leptospira spp. entre os C. thous e N. 

Nasua.  Se considerarmos, também que, tanto os C. thous como os N. nasua buscam alimento no 

mesmo ambiente (Costa et al. 2006) e se localizam em regiões preferencialmente de lagoas e 

campos inundáveis (Rocha 2006) a transmissão poderia estar ocorrendo por meio do alimento e 

da água contaminada.  

Em animais onívoros e oportunistas como o N. nasua e C. thous, a área de uso está 

bastante relacionada a dieta e de acordo com a disponibilidade de alimento que a mesma oferece 

qualitativa ou quantitativamente, para atender as necessidades das populações daquelas espécies 

(Juarez & Marinho-Filho 2002, Gompper 1995, Bisbal 1986). 

O sorovar mais provável na espécie C.thous foi o Hardjobovis com 50% e na espécie N. 

nasua o sorovar Pomona com 38,46%. A literatura identifica que o sorovar Hardjobovis tem 

como hospedeiro natural os bovinos (Faine et al. 1999) e como hospedeiro acidental os ovinos e 

o homem (Radostits et al. 2000) e nesse trabalho observamos que os C. thous são também 

prováveis hospedeiros acidentais desse sorovar. Já o sorovar Pomona tem como hospedeiro 

natural os Sus dometicus, Merphitis mephitis, Procyon cancrivorus e Didelphis sp. e como 

hospedeiro acidental o bovino e o ovino (Radostits et al. 2000).  

Neste estudo, foi possível verificar que ambas as espécies C. thous e N. nasua são 

hospedeiros acidentais para o sorvar Hardjobovis e Pomona respectivamente e provavelmente 

poderiam desenvolver a doença apresentando quadros clínicos e até morte dos animais além de 
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disseminar o agente nas áreas habitadas. No levantamento realizado por Proença (2007) foram 

amostrados sete individuos de C. thous de vida livre que habitavam a região da Estação 

Ecológica de Águas Emendadas, DF, não tendo sido detectado nenhum animal portador de 

anticoros anti- Leptospira spp., por meio da técnica de SAM.  

Nesse levantamento foi observada uma frequência de animais positivos para a Leptospira 

spp. de 34,21% (38/13) por meio da SAM e 38,46% (26/10) por meio da PCR, e esses resultados 

se aproximam ao observado por Souza-Junior et al. (2006), no estado de Tocantins, onde 20% de 

C.thous, e 12.9%  de N. nasua apresentaram anticorpos para o agente. No mesmo levantamento 

nenhum E. sexcinctus apresentou anticorpos para Leptospira spp., no entanto, o levantamento 

realizado no Tocantins apontou para a detecção de outros os sorovares como Fluminense e 

Javanica para N. nasua e Fluminense e Brasiliense para C. thous. Girio et al. (2003) testou nove 

N. nasua na mesma região desse estudo, não encontrando nenhum dos animais reagentes para 

Leptospira spp.  

Silva et al. (2008) realizou um estudo com 38 indivíduos de Euphactus sp, de várias 

espécies, sendo três da espécie E. sexcinctus. Dos 38 espécimes examinados foi possível 

diagnosticar por meio de SAM, quatro animais positivos para Leptospira spp. sendo que destes,  

apenas  um animal foi da espécie E. sexcinctus que  apresentou reação positiva para o sorovar 

Hardjo e os demais reagiram com os sorovares Autumnalis, Grippotyphosa e Patoc. 

Miranda (2008) realizou uma coleta em 21 indivíduos de tamanduá-bandeira de vida 

livre, detectando, no teste SAM, 57% (12/21) de animais reagentes. Dentre esses, seis dos 

animais positivos provinham da região do Pantanal de Mato Grosso (Reserva do SESC Pantanal) 

e três foram reagentes aos sorovares Icterohaemorragiae, Autumnalis, Bataviae e Shermani.  No 

presente estudo apenas um tamanduá-bandeira foi capturado e não reagiu com nenhum sorovar, 

sendo a amostra muito pequena para embasar qualquer conclusão.  

Apesar dos roedores domésticos serem os principais transmissores e reservatórios para 

leptospirose em humanos ou no meio urbano, em T. pachyurus foi detectada uma frequência de 

10,2% (SAM) e 15,38% (PCR) com um titulo igual a 100, considerado ponto de corte para uma 

reação positiva. Com relação a isso, temos que considerar que os roedores são reservatórios mais 

adaptados e por isso podem não ter apresentado altos títulos no SAM, entretanto, quando 

comparamos os resultados da PCR, dois animais não reagentes na prova de SAM foram 
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positivos, o que é bastante justificado uma vez que a PCR, realizada em amostra de sangue 

detecta o agente em sua fase de bacteremia e a SAM detecta a presença de anticorpos, em fase 

posterior a essa.  Dentre o sorovar mais provável está o Icterohaemorragiae, para o qual os 

roedores são considerados reservatórios, sendo que não existem trabalhos sobre Leptospira spp 

infectando T. pachyurus, embora isto altamente provável de ocorrer no Pantanal, ecossistema 

que reúne todas as condições ecológicas para manter a enfermidade de forma endêmica. 

Os sorovares mais prováveis infectando os carnívoros foram o Hardjobovis, Pomona e 

Icterohaemorragiae, porém este último apareceu somente em um L. leopardis, que foi o único 

indivíduo positivo para Leptospira spp. Baixos títulos sorológicos apresentados por animais 

silvestres não devem ser conclusivos para atribuir uma condição ao animal de não infectado pois 

o ponto de corte de um teste pode variar conforme a espécie a a resposta dessa ao agente que está 

sendo pesquisado (Herrera et al. 2008), significando que as freqüências de animais portadores 

muitas vezes detectadas podem, eventualmente, estar subestimadas. 

Do espécime de Cerdocyn thous identificado como no 39 foi previamente isolado 

Leptosopira spp. (Delbem 2006, Comunicação pessoal)* sendo que este foi o primeiro isolado 

obtido de amostra de sangue de animal silvestre no Pantanal, entretanto a amostra está em fase 

de caracterização e o sorovar a qual pertence ainda não foi identicado. Nesse trabalho foi 

realizada a sorologia e a PCR de amostras desse indivíduo e o sorovar mais provável foi o 

Hardjobovis, com título de 1600 sendo também positiva frente à reação de PCR. Sua 

caracterização genética total ainda não está concluída, mas pela analise parcial do gene 16S 

obtido no nosso estudo com sequências depositadas no GenBanck podemos sugerir que este 

isolado possui maior identidade 97% (1e-69) com Leptospira interrogans sorovar Sejroe cepa 

3705, número de acesso FJ154558.1. O sorovar Hardjobovis e Sejroe pertencem ao mesmo 

sorogrupo (Sejroe), entretanto somente o sorovar Hardjobovis estava presente na bateria de 

antígenos empregada no teste de SAM.   

O antígeno denominado “isolado 110/2006” (C. thous – Pantanal) foi produzido com o 

isolado obtido do C. thous 39, em pesquisa anterior, e incluído na bateria utilizada na SAM. 

Quando as amostras de soro foram testadas para esse isolado, 10% dos C. thous (1/10) e 23,07% 

dos N. nasua (3/13) foram reagentes, sendo esse o sorovar mais provável o que indica que esta 
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amostra esta circulando no ambiente estudado e sugerindo que  essas duas espécies estejam 

relacionadas na cadeia de transmissão da leptospirose. 

Até o presente momento, não existe relato de nenhum trabalho utilizando a técnica de 

PCR como método de detecção do patógenos do gênero Leptospira spp. para as espécies 

estudadas, entretanto os  oligonucleotídeos empregados já haviam sido utilizados anteriormente 

(Scarcelli et al. 2003) para detecção de Leptospira spp. em urina e rim de Cebus apella (macaco-

prego). No presente estudo foi demonstrado que a utilização da PCR para a detecção de 

Leptospira spp. em sangue pode ser uma alternativa para a identificação de portadores silvestres 

do agente, facilitando o diagnostico rápido da doença em indivíduos na fase de bacteremia, o que 

em animais de cativeiro pode servir para  embasar medidas curativas visando debelar 

precocemente a doença e impedindo a morte dos animais  pela leptospirose. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice A 

Identificação dos indivíduos da espécie N. nasua submetidos aos testes de PCR e SAM 
para Leptospira spp e os resultados encontrados 

N.nasua PCR SAM 
8 Positivo Reagente 
9 Negativo Reagente 
19 Positivo não reagente 
21 Negativo não reagente 
24 Negativo não reagente 
26 Positivo Reagente 
27 Negativo não reagente 
30 Negativo Reagente 
31 Positivo Reagente 
34 Negativo Reagente 
41 Negativo não reagente 
42 Negativo não reagente 
43 Negativo não reagente 
45 Negativo não reagente 
46 Negativo não reagente 
47 Negativo Reagente 
49 Positivo Reagente 
50 Negativo Reagente 
51 Negativo Reagente 
52 Negativo não reagente 
53 Positivo não reagente 
54 Negativo não reagente 
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Apêndice B 

  Sorogrupo, sorovar mais provável das reações aproveitadas e titulação no teste de SAM 
para Leptospira spp em indivíduos da espécie N. nasua 

N.nasua Sorogrupo Sorovar Titulação 
1 Isolado 110/2006 1600 
9 Sejroe Hardjobovis 400 
16 Isolado 110/2006 800 
17 Isolado M9/99 800 
26 Pomona Pomona 6400 
30 Isolado 110/2006 100 
31 Sejroe Hardjobovis 3200 
34 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 400 
38 Pomona Pomona 3200 
47 Autumnalis autumnalis 800 
49 Pomona pomona 400 
50 Pomona pomona 400 

 

 

Apêndice C 

Sorogrupo, sorovar mais provável das reações aproveitadas e titulação no teste de SAM 
para Leptospira spp em indivíduos da espécie C. thous 

C. thous Sorogrupo Sorovar Titulação 
2 Autumnalis autumnalis 400 
3 Celledoni witcombi 400 
7 Sejroe hardjobovis 800 
13 isolado 110/2006 200 
21 isolado L014 1600 
22 Sejroe hardjobovis 100 
30 Sejroe hardjobovis 200 
35 Sejroe hardjobovis 200 
36 Pomona pomona 1600 
39 Sejroe hardjobovis 1600 
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Apêndice D 

Identificação dos indivíduos da espécie C. thous que foram submetidos aos testes de PCR 
e SAM para Leptospira spp e os resultados encontrados  

C. thous PCR Sorologia 
2 Negativo Reagente 
3 Negativo Reagente 
4 Negativo Não reagente 
5 Negativo Reagente 
6 Negativo Reagente 
7 Negativo Reagente 
9 Positivo Não reagente 
11 Negativo Não reagente 
12 Positivo Não reagente 
13 Positivo Reagente 
14 Positivo Não reagente 
15 Negativo Não reagente 
16 Positivo Reagente 
17 Positivo Reagente 
20 Positivo Não reagente 
21 Positivo Reagente 
22 Positivo Reagente 
25 Positivo Não reagente 
26 Negativo Não reagente 
27 Negativo Não reagente 
28 Negativo Não reagente 
29 Negativo Não reagente 
30 Negativo Reagente 
37 Negativo Não reagente 
38 Negativo Não reagente 
39 Positivo Reagente 
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Apêndice E 

 Identificação dos indivíduos da espécie T. panchyurus que foram submetidos aos testes 
de PCR e SAM para Leptospira spp e os resultados encontrados 

T. 
panchyurus PCR Sorologia 

6 Negativo não reagente 
14 Positivo não reagente 
15 Negativo não reagente 
17 Negativo não reagente 
20 Negativo não reagente 
22 Negativo não reagente 
24 Positivo não reagente 
27 Negativo não reagente 
31 Negativo não reagente 
32 Negativo não reagente 
35 Negativo não reagente 
36 Negativo não reagente 
39 Negativo não reagente 

 

 

Apêndice F 

Sorogrupo, sorovar mais provável das reações aproveitadas e titulação no teste de SAM 
dos O. bezoarticus. 

O. bezoarticus Sorogrupo Sorovar Titulação 
5 Autumnalis butembo 100 
36 Pomona Pomona 100 
38 Pomona Pomona 200 
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Apêndice G 

 Identificação dos indivíduos da espécie O. bezoarticus que foram submetidos aos testes 
de PCR e SAM para Leptospira spp. e os resultados encontrados 

O. 
bezoarticus PCR Sorologia O. bezoarticus PCR Sorologia 

1 Negativo não reagente 25 Negativo não reagente 
2 Positivo não reagente 26 Negativo não reagente 
3 Negativo não reagente 27 Negativo não reagente 
4 Negativo Reagente 28 Negativo não reagente 
5 Negativo não reagente 29 Negativo não reagente 
6 Negativo não reagente 30 Negativo não reagente 
7 Negativo não reagente 31 Positivo não reagente 
8 Negativo não reagente 32 Negativo não reagente 
9 Negativo não reagente 33 Negativo não reagente 
10 Negativo não reagente 34 Negativo não reagente 
11 Negativo não reagente 35 Negativo não reagente 
12 Negativo não reagente 36 Negativo Reagente 
13 Negativo não reagente 37 Negativo não reagente 
14 Negativo não reagente 38 Negativo Reagente 
15 Negativo não reagente 39 Negativo não reagente 
16 Negativo não reagente 40 Negativo não reagente 
17 Negativo não reagente 41 Negativo não reagente 
18 Negativo não reagente 42 Negativo não reagente 
19 Negativo não reagente 43 Negativo não reagente 
20 Negativo não reagente 44 Negativo não reagente 
21 Negativo não reagente 45 Negativo não reagente 
22 Negativo não reagente 46 Negativo não reagente 
23 Negativo não reagente 47 Negativo não reagente 
24 Negativo não reagente    

 

 

 


