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RESUMO

Vieira A.S. Levantamento deeptospiraspp. em animais silvestres do Pantanal sul-mato-
grossense por meio de técnicas sorolégicas e nlatesu Brasil. 2009. 83pDissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria et&cnia, Programa de Pés-Graduacdo em

Ciéncia Animal. Universidade Federal de Mato Grats&ul.

A leptospirose € uma zoonose que acomete tantmiozaia domésticos, como silvestres e
também o homem, implicando em grandes perdas e¢oaipara a producédo de bovinos de
corte e leite no Brasil sendo que no Pantanal lbmasi as condicbes ecoldgicas sdo altamente
favoraveis a manutencdo dessa doenca. Os objekpgds trabalho foram detectar a presenca de
mamiferos silvestres infectados pé&keptospiraspp.na sub regido da Nhecolandia, no Pantanal
sul-mato-grossense, identificando os principaisowrmes circulantes e testar um ensaio da
polimerase em cadeia para a deteccéo desse agemtendo sua sensibilidade analitica. Foram
coletadas amostras de sangue de 266 animais glvestpturados as quais foram submetidas
aos testes de soroaglutinagdo microscopica e edsajolimerase em cadeia. Os sorovares
predominantes entre as espécies foram: PomonaemBatparaD. bezoarticusHardjobovis
paraC. thous Icterohaemorrhagiae paka pardalis e T. panchyrus Pomona parll. nasua A
freqUéncia encontrada por meio da soroaglutinacémostopica (SAM) e do ensaio da
polimerase em cadeia (PCR) foram, respectivamel@el0,2% e 15,38% pafh pachyrus
34,21% e 38,46% par€. thous 34,09%, 28,12% par&l .nasua 5,9% e 2,4% pardD.
bezoarticusand 14,28% (SAM) pard.. pardalis, Os resultados demonstram quéegptospir:

spp. circula entre os animais silvestres dessaaeg que as duas técnicas empregadas ........

eficazes na deteccéo do agente causador da lepsespos animais silvestres.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Leptospirose, Animais Silvessdr Pantanal, PCR



ABSTRACT

Vieira A.S. Survey ofLeptospiraspp. in wildlife of Pantanal sul-mato-grossensgepugh
serological and molecular techniques. Brazl09. 83p. Dissertacao (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Programa de Pd&@d@cdo em Ciéncia Animal.
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Leptospirosis is a zoonosis that affects domestimals, as well as the wildlife, and as well
men, resulting in great economic losses for thedpecton of beef and dairy cattle in Brazil,
specially and in the Brazilian Pantanal where tbalagical conditions are highly favorable to
the maintainence of this disease. The objectivéki® study were to detect the presence of wild
mammals infected with Leptospira spp. in the Nhumisub-region of southern Pantanal,
identifying circulating serovars and to test a padéyase chain reaction essay for the detection of
the agent, estimating its analytical sensitivity.

A total of 266 blood samples were collect from tcagd wildlife, and a microscopic
soroagglutination and polymerase chain reactiorayassere performed. The predominant
serovars among the captured species were: PomodaBatembo for O. bezoarticus;
Hardjobovis forC.thous Icterohaemorrhagiae far pardalisandT. pachyrusandPomona foiN.
nasua The frequency found by the microscopic soroagugtion (SAM) and polymerase chain
reaction assay (PCR) were 10.2% and 15.38% f@achyrus34.21% and 38.46% fa2. thous,
34.09% and 28.12% fd¥. nasua 5.9% and 2.4% foD. bezoarticusand 14.28% (SAM) foL.
pardalis . The results showed that Leptospira spp. cirealamong wildlife of this region and
that the two techniques, SAM and PCR, are effectivedetecting the causative agent of

leptospirosis in wildlife.

INDEX TERMS: Leptospirosis, Wildlife, Pantanal, PCR
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INTRODUCAO

Atualmente, a preocupacdo com a transmissao de;@®emtre animais domeésticos e
silvestres se tornou frequente entre a comunidadsetvacionista, devido ao impacto que a
introducao e a transmissdo de doencas podem gasaopulacdes de vida selvagem. Por outro
lado, o valor econdmico, a importancia epidemialagé a conservacao das espécies da fauna
nativa tem sido constantemente ignorados pelo agdmio e, muitas vezes, subestimados pelas
autoridades sanitarias. Dentre os fatores maisriapes na transmissao de doencas de animais
domeésticos e silvestres estdo a expansado agrimmijtos regionais, instabilidade politica e

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

O relatorio da 672 Sessdo do Grupo de Trabalhe stiencas da vida selvagem da OIE
(Organizacdo Mundial de Saude Animal) apontou quégdéncia em saldde nas populacdes
selvagens € um assunto que vem ganhando cada @zimgortancia, podendo vir a interferir
como barreira ndo tarifaria para o comércio intgiorel de commodities. A presenca ou
auséncia de uma infeccdo nestas populacdes ndospodeclarada como presente ou ausente,
por um pais ou regido a menos que corroborada par adequada amostragem e analise
estatistica que gere resultados confidveis e téedis e nesse caso, a nogcdo de auséncia de
evidéncias é mais importante que a evidéncia danaiss sendo a mesma téo relevante para
populacdes selvagens como para os animais de grmdDoencas que acometem as populagdes
de animais silvestres na maioria das vezes sO pseernontroladas nas espécies domésticas,
geralmente pela imunizacdo de animais susceptibeiseficiando também as populacbes

silvestres, por interferirem em seu ciclo de trass#o.

A leptospirose € uma enfermidade de distribuicadsmopolita, sendo uma das mais
importantes doencas causadoras de perdas represutds animais domésticos e, a0 mesmo
tempo importante zoonose, de morbidade ja bem cud@éBARR e ANDERSON, 1993).

A transmissdo dé.eptospiraspp. pode ocorrer de trés maneiras: direta, iradieet
acidental. A direta ocorre pelo contato do indididwsceptivel, com urina infectada, descarga
uterina pos-aborto e fluidos placentarios, consataal e por via transplacentaria, sendo esta a
principal forma de manutencéo da leptospirose desgrum rebanho (ELLIS, 1994). A forma
indireta ocorre pela exposicdo do animal a um amddieontaminado ou por inseminagao

12



artificial, e a forma acidental ocorre quando aaigapécies domésticas ou silvestres que servem
de reservatorios transmitem o agente, de formaeta]i aos animais de produgédo (ALT e
BOLIN, 1996).

O diagnostico da infeccdo pdlaptospiraspp. € realizado principalmente pela deteccéo
de anticorpos por meio do teste de soroaglutinagémscoépica (SAM) e isolamento do agente
em meio de cultura. Esse ultimo € um método mugmarado e sem muito sucesso, pois a
bactéria € muito fastidiosa. Ultimamente, tem s&latados varios trabalhos utilizando a técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), paragoadiico de leptospirose em humanos e
animais domésticos, por ser mais sensivel e apgegsem resultado mais rapidos, permitindo
uma imediata tomada de decisdo (GERRISTSEN et 98l;1 REDSTONE e
WOODWARD,1996;VAN EYS et al.,1989).

Na atualidade, estd bem estabelecido que paises cqnduzem vigilancia e
monitoramento de doencas e agentes em populat@estiras e ferais tem maiores condicdes de
compreender e, portanto interferir, na cadeia epiolegia de doencas infecciosas e zoonoses
especificas dentro de seus territorios, estandbanelmbasados para intervencdes que protejam
simultaneamente a biodiversidade, os rebanhos atdugdio e as populacbes humanas. Neste
contexto, este trabalho é importante pelo fateedéo do Pantanal ser ocupada por propriedades
rurais, que adotam praticas extensivas para a pade€corte, onde bovinos e animais silvestres
convivem de forma simpatrica. Dessa forma, o contE@o dos principais agentes que
circulam entre as diferentes populacdes é fundahpata o estabelecimento de estratégias de
controle das doencas, que possam afetar simultaméana produtividade dos rebanhos

domeésticos e a conservacao das espécies da fautaagien.

Os objetivos deste trabalho foram detectar a pgasda mamiferos silvestres infectados
pela Leptospiraspp.na regido do Pantanal, identificando os praisi sorovares circulantes e
testar um ensaio da polimerase em cadeia para excdet desse agente, estimando sua

sensibilidade analitica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leptospirose

A leptospirose é uma zoonose de ocorréncia muneialeto regides polares, sendo
particularmente prevalente em paises de clima dabph subtropical, principalmente nos
periodos de altos niveis pluviométricos (RADOSTEESI., 2000).

Animais de varias espécies, tanto silvestres comneédticos, podem se tornar portadores
dessa espiroqueta que se localiza preferencialmegetibulos renais, contribuindo para a
disseminacao deste microorganismo na naturezajéatida eliminacao pela urina (LEVETT,
2001). A eliminacdo de.eptospiraspp., pela urina dos portadores, pode variar degsou
semanas a varios meses, entre os animais domésticesla toda pelos roedores (WEBSTER et
al., 1995).

s

A leptospirose é uma zoonose causada por uma ilaagén negativa, espiralada,
flexivel, movel, delgada e de tamanho 0,1 a 0,2gnhacgura por 6 a 20 um de comprimento
(Fig. 1) e composta de um cilindro protoplasméatjoe se enrola ao redor de um filamento axial
central. O envelope externo € composto por lipgpatiarideos (LPS) e mucopeptideos
antigénicos (FAINE et al., 1999).

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

As bactérias do génetaptospirase desenvolvem em pH proximo da neutralidade; 7,2

7,4 em condicdes quentes e Umidas. E sensivel solar direta, pH acido e as temperaturas
14



inferiores a 7°C ou superiores a 37°C, aos deamtlt comuns e antissépticos (LEMOS e
ALMEIDA, 2005).

Os reservatorios sd0 0s animais sinantropicos, sticné e silvestres, sendo estes
essenciais para a persisténcia dos focos da imfed@d seres humanos sdo hospedeiros

acidentais terminais dentro da cadeia de transm{&RASIL, 2005).

E uma zoonose de alta importancia, pois acarr@tims/ prejuizos, ndo s6 em salde
publica, devido a alta incidéncia de casos humatmsep também econdmicos, em virtude dos
altos custos hospitalares dos pacientes, da perdhad de trabalho e das alteracbes na esfera

reprodutiva dos animais infectados (BRASIL, 2005).

No Brasil, durante o periodo de 1985 a 1997, fonatificados 35.403 casos humanos
infectados, variando de 1.594 casos anuais (19BA7% (1997) e 3.821 o6bitos, variando de 215
(1993) a 404 (1988). A letalidade da doenca, nommeperiodo variou de 6,5% em 1996, a
20,7% em 1987, uma meédia de 12,5% ao ano, depemdirdre outros fatores, do sorovar
infectante, da gravidade, da forma clinica, da quiglade do diagndstico, do tratamento e da
faixa etaria do paciente (FUNDACAO NACIONAL DE SAE#)2009).

A leptospirose em humanos pode variar desde unemgéb subclinica, apresentando
febre normalmente bifasica, cefaléia, mialgia, \08)i dores abdominais e diarréia até

desenvolver uma forma ictérica, sendo esta maera€FAINE et al., 1999; GEBRIEL, 2006).

Em bovinos, a doenca afeta o trato reprodutivosa@adio sequelas crénicas, como aborto,
nascimento de filhotes debilitados, partos premoaturetencdo de placenta e metrites,
infertilidade, inclusive de touros, e esterilida@LIS, 1994; LEMOS e ALMEIDA, 2005).
Outro sintoma importante em bovinos é a agalaxdeaaterizada pela reducdo na producédo de
leite conhecida pela sindrome da queda da prodig#ate (ELLIS, 1983).

Nos suinos, a leptospirose se caracteriza por@borterco final de gestacao, repeticao
de cio, mumificacdo fetal, natimortalidade, nascitoede leitdes fracos, baixo numero de
leitdes, descarga vulvar e morte embrionaria (ELLIS89). Sinais clinicos como anorexia,
perturbacdo de equilibrio, hemoglobindria, convedsdtranstornos gastrointestinais, paralisia
progressiva, queda de producdo de leite e perdaese também sdo observados em suinos

domésticos (FAINE et al., 1999).
15



Em equinos, normalmente apresenta febre, acompardednorexia, ictericia nefrite e
complicacdes oculares. Em sua forma subclinica pelde determinar casos de aborto,
nascimento de animais prematuros e debilitadosNEAdt al., 1999; HONG et al., 1993).

Em artiodactilos e perissodactilos silvestres plmtes dd_eptospira spgoram relatados
guadros clinicos caracterizados por aborto, nastorde filhotes debilitados e baixos indices de
fertiidade, sendo que em perissodactilos tambénanio observados transtornos oculares
(MIRANDA, 2008).

2.1.2 Sorovares

O género Leptospira compreende bactérias morfologicamente similaresas m
antigenicamente distintas quanto testadas por deegmroaglutinacdo microscopica, sendo dessa
forma, classificadas em diferentes sorovares (Quadlr Segundo a classificacdo taxondmica
classica, com base em sorogrupos, sorovares etogep&idade, este género pode ser dividido
em dois grandes grupdseptospira interrogangpatogénicak L. biflexa(saprofita), resultando
em 23 sorogrupos constituidos por cerca de 250 am@® dd_eptospiragpatogénicas (FAINE et
al., 1999).

Em 1987, foi proposta uma nova classificacéo baseacdhibridizacdo por homologia do
DNA. O géneroLeptospira foi reclassificado, segundo caracteristicas gpiuat$, em oito
genomoespécies patogénichsalexanderiL. borgpetersenjiL. faing L. inadai L. interrogans
L. kirschnerj L. santarosaie L. weilii. As leptospiras saprdéfitas ou de vida livre estédo
representadas por trés genomoespédiesbiflexa L. meyerie L. wolbachii (KMETY e
DIKKEN, 1993).

Com a identificagdo genética, o génkeptospirapassou a ser classificado em 16 novas
espeécies, com issO sorovares antigenicamente geéns, ou mesmo subtipos do mesmo
sorovar, podem pertencer a diferentes espécies. eRemplo, subtipos antigenicamente
indistinguiveis do sorovar Hardjo (Hardjobovis erdjaprajitno) sdo classificados e

borgpetersenie L. interrogans respectivamente (LEVETTE, 2001).

Cada sorovar deeptospiratem um hospedeiro natural, que atua como reseiwvaio

agente e hospedeiros acidentais, que podem sofreméeccdes esporadicas (Quadro 2).
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Quadro 1 - Classificagédo déeptospira 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 Panama
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 séao infectados pelos sorovares HardmmoRa, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae, sendo que o sorovar Hardjmais adaptado a espécie bovina (COSTA et
al., 1998; ELLIS et al., 1994). Uma vez introduzielm um rebanho, este sorovar estabelece
niveis variaveis de infeccédo, podendo persistirlpogos periodos (HATHAWAY et al., 1986),
sendo independente da estacdo climatica ou dansistke producdo adotado na propriedade
(ELLIS, 1994).

17



Quadro 2 - Sorovares comuns deeptospira e seus hospedeiros naturais e acidentais

Sorovares Hospedeiro natural Hospedeiro acidental
Nome cientifico Nome vulgar
Hardjo Bovidae Bovinos ovinos e homem
Bratislava Suidae e Equidae suinos e eqliinos
Pomona Suidae, Mephitidae, Procyonidaesuinos, doninha-fedorenta, méao- ovinos e bovinos
e Didelphidae pelada e gambas
Autumnalis Muridae Rato cées, homem
Grippotyphosa Procyonidae, Didelphidae € mao-pelada, gamba e esquilo ovinos e bovinos
Sciuridae
Icterohaemorrhagiae Muridae rato-pardo bovinos e suinos

Fonte: Adaptado de FIGUEREDO, 2007.

Leptospira interroganssorovar Pomona tem como hospedeiro natural o sujne é
responsavel por ocorréncias epidémicas no homem @uéras espécies domesticas (RENDE et
al., 2007). O sorovar Pomona esta relacionado carblggmas reprodutivos em suinos, assim
como o0s sorovares Bratislava, Grippotyphosa, lbEmorrhagiae e Autumnalis, sendo que o

sorovar Wolffi causa anemia hemolitica grave (RENiDAEI., 2007).

Leptospira interroganssorovar Australis tem sido detectada em equinogratgio
animal, porém estes animais ndo apresentam sirgmyge clinica (MACIEL et. al., 2008;
PINHO et al., 2007).

A introducdo do sorovar Copenhageni na bateria miégenos tem mostrado alta
frequéncia de reacdo em caes, animais de prodsgédestres e no homem (RODRIGUES,
2008). Seus hospedeiros naturaisRatus novergicusu Rattus rattugWHO/FAO/OIE 2008).
No homem a forma pulmonar causada por este sorsgacaracteriza por hemorragias

intersticiais e alveolares, podendo esse desenvaldeenca classica de Weil.
2.2 Pantanal

O Pantanal é uma imensa planicie sedimentar coand&rd 38.183 K abrangendo os
estados de Mato Grosso (35,36%) e Mato Grosso do(6364%). A regido € sujeita a
inundacgBes periddicas que regulam todo o ecossisteom implicacbes sobre os sistemas

biolégicos e socio-econdmicos. Esta subdividido £ sub-regides, de acordo com suas
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caracteristicas hidroldgicas, fitofisionémicas afexs, sendo as maiores o Paiaguas (19,6%) e a
Nhecolandia (19,48%), situadas no Mato Grosso de& Bardo de Melgaco (13,15%) e Poconé
(11,63%) situadas no Mato Grosso (SILVA et al.99)9

O clima € do tipo quente e chuvoso no verdo e ameseco no inverno (CADAVID
GARCIA, 1984). A precipitacdo anual se encontrardem de 1.000 & 1.400 mm, concentrada
entre os meses de dezembro a marco. Os solos sAaior@a hidromorficos (92%), com textura
arenosa (65%), destacando-se as Areias QuartzZosesilidade é baixa em 72% dos solos. As
aguas sao o principal fator que regula a distrémuiga vegetacao, criando paisagens peculiares a
essa regiao (AMARAL, 1987).

O Pantanal € um ecossistema de grande biodiveesidadle se encontra umas das
maiores concentracdes de fauna selvagem do plaoeta,ma biodiversidade de 3.500 espécies
de plantas, 652 espécies de aves, 177 espéciépteesy 40 espécies de anfibios, 102 espécies
de mamiferos, 264 espécies de peixes (LOURIVAL.eRA00). Um dos aspectos interessantes
ocorréncia de alta densidade de muitas espéciegratedes vertebrados brasileiros, nao

encontrados em nenhum outro lugar do continente.
2.3 Espécies

Apesar de inumeros inventarios realizados no Pahtarsua fauna de mamiferos ainda é
pouco conhecida, principalmente ao que se refese naamiferos de pequeno porte, como
roedores, marsupiais € morcegos, porém mesmo amireais de maior porte a ocorréncia ou
distribuicdo de algumas espécies ainda é incel@D@GUES et al., 2002). As informacdes
tem se tornado disponiveis sob forma de levantaseenmapeamentos populacionais em grande
escala para algumas espécies de mamiferos silvesingo para o veado-campeif@zptoceros
bezoarticuy cervo-do-pantanal, B{astoceros dicothomys capivaras Hydrochaeris
hydrochaeriy e tamandué-bandeirdMyrmecophaga tridactyla(MIRANDA, 2008; MOURAO
et al., 2000).

O Pantanal abriga algumas espécies em densidagpesoses ao do cerrado (MOURAO
et al., 2000; TOMAS et al., 2001) e 0 monitoramestolongo prazo dessas populacdes tem sido
importante para identificar tendéncias de alterag@@enumero de individuos, e com isso tracar
estratégias para a conservacao da fauna do Pa(RORRIGUES et al., 2002).
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A crescente preocupacdo mundial com a conservagambiente natural tem destacado
o Pantanal como a Unica regido do mundo, exploeaaomicamente, sem alteracdes

ambientais importantes e irreversiveis na sua faiwestre rica e abundante.

Pelo fato da regido ser explorada por meio de stersa extensivo de pecuaria de corte
h& quase dois séculos é necessario um estudo itlo ddentroducéo de doencas pelos animais
domeésticos, bem como do papel dos animais silsesiono reservatérios de doencas que
possam ser transmitidas para os rebanhos boviresseNsentido, sdo de particular interesse a
brucelose, leptospirose, a febre aftosa, as ba®ssi®@ helmintoses em cervideos; a

tripanossomiase nas capivaras e a leishmaniosam@neos selvagens (CATTO, 2000).

2.3.1 Mamiferos silvestres: Dieta e uso de habitat

Os tamanduéas-bandeirdyrmecophaga tridactydautilizam uma grande variedade de
habitat, como florestas Umidas, cerrados, pantanaista decidua. No Brasil, a espécie ocorre
em todos os biomas desde Amazébnia até os camposss(FONSECA et al., 1996), limitando-

se as regides tropicais e subtropicais da América.

Apesar de ampla distribuicdo, em todo territéricioi@al, sdo poucas as areas onde se
consegue observar tamanduas-bandeira com frequéda@os de levantamentos aéreos no
Pantanal indicam que os tamanduas-bandeira foratados sempre em baixa densidade (0,035
individuos/Knf) tendo sido estimado um findice de abundancia d05.espécimes
(RODRIGUEZ et al., 2002). Eles se alimentam quaseaxclusivamente de formigas e cupins e
sua estratégia alimentar baseia-se em varios @sriodito breves; supondo-se que estes animais

ndo esgotem os cupinzeiros e formigueiros (MIRANRBOS).

O tatu peba Huphactus sexcinctuaitiliza uma grande variedade de habitats, como
formacdes abertas e bordas de florestas. No Brewsite em todos os biomas (FONSECA et al.,
1996). Sua alimentacdo é onivora, com uma grandedege itens, incluindo desde material
vegetal, invertebrados, carnicas até pequenosbvades como anuros, serpentes, aves e
roedores. No Pantanal da Nhecolandia ele é o npaemtador dos ninhos de ema (MEDRI,
2008). Possui uma visdo pobre, poréem um olfato teesenvolvido para localizar os alimentos e
perceber os predadores (WETZEL, 1985). Eles possidditos solitarios com excec¢éo da época

de acasalamento e das fémeas com seus filhotesRWI2D08).
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O cachorro-do-mato ou lobinh@é€rdocyon thoyse um canideo de médio porte pesando
entre quatro a seis quilos de habitos predominartannoturnos. Esta esécie tem uma dieta
onivora sendo os principais itens consumidos reg@&stseca 0s pequenos mamiferos (roedores
murideos) e alguns repteis, e na estacdo chuveoses fle insetos (SANTOS-JUNIOR e
MACEDO, 2007). A espécie se distribui pela Colombianezuela, Brasil (nordeste, centro-
oeste, sudeste e sul), Paraguai, Uruguai e norfegintina; no Brasil, podendo ser encontrado
em ambientes abertos, naturais ou alterados (JUAREARINHO-FILHO, 2002; FACURE e
GIARETA, 1996). Dentre os mamiferos da fauna pagitan o C. thousé um dos mais
frequentemente observados no campo, seadhecido como cachorro do mato, raposa, lobinho,
lobete e graxaim do mato (SILVA et al., 2004).

O quati Nasua nasugapertence ao filo chordata, a Classe Mammaliadaro carnivora
e a Familia Procyonidae (QUEIROZ et al., 2008). egpécie se distribui desde o sul da
Colémbia até o norte da Argentina e Uruguai, exoet@lanicie venezuelana, se restringindo a
América do Sul (BISBAL, 1986). Sdo animais onivogogportunistas e o tamanho das areas de
uso pode ser influenciado pela variagcdo no peraérda carne, frutos e insetos ingeridos
(BISBAL, 1986; JUAREZ e MARINHO-FILHO, 2002; GOMPIRE 1995). As fémeas vivem

em bando e os machos isolados, se aproximandooca ép reproducdo (GOMPER, 1995).

A onca pintadaRanthera oncpé o maior felino das Américas, e encontra-sdsta tle
animais ameacados de extincdo da Unido Interndcipame a Conservacdo da Natureza
(MORATO et al., 1998). Sua distribuicdo estendiastes da destruicdo da maior parte de seu
habitat do Arizona, passando pela Califérnia e NMé&xico nos Estados Unidos, até o Rio
Negro na Argentina. Atualmente, esta espécie, maieconsiderada praticamente extinta na
América do Norte, terras baixas do México, El Sabra Uruguai e regides desenvolvidas do
Brasil (LEITE, 2000; MORATO et al., 1998). Predadiertopo de cadeia, sua alimentacao inclui
0 cervo-do-pantanaB(astocerus dichotomyscapivara llydrochaeris hydrochaersqueixadas
(Tayassu pecayi e caititus Tayassu tajacy antas Tapirus terrestriy lontras [ontra
longicaudig, macaco-da-noiteAptus trivirgatug e jabutis Geochelonesp.), além de presas
domeésticas, como céaes e os bovinos (SCHALLER e \VAISCELOS, 1978).

A jaguatirica Leopardus pardalisé um felino de médio porte, pesando entre 11 legl6
sendo considerado o maior dos pequenos gatos pinthcontinente americano (MURRAY e
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GARDNER, 1997). Esta espécie € encontrada apenesntimente americano, ocorrendo desde
o sul dos EUA (Texas) até o norte da Argentinagpondo habita altitudes maiores que 1200m.
N&o existem registros desta espécie nas areasdalt®eru ou em qualquer lugar do Chile
(MURRAY e GARDNER, 1997). No Brasil, ocorre em &sdas regides, a excecdo do sul do
Rio Grande do Sul (OLIVEIRA e CASSARO, 1999). Eespécie ocorre em uma diversidade de

habitats, florestas tropicais Umidas, florestasideaiduas, areas alagadas e matas ciliares.

As jaguatiricas sdo animais carnivoros que, embstejam aptas a cacar em arvores,
estudos de sua dieta indicam que elas sdo cacadaraseficientes no chdo. Alimentam-se de
uma variedade de presas como aves, serpentedptagaeixes e até caranguejos, porém, suas
principais presas sdo mamiferos de pequeno pdéel (Rg), especialmente pequenos roedores
silvestres de habitos noturnos (CONCONE et al.5200

Os roedores do génefaichomys(rato do campo) pertencem a familia Echimyidaéce s
encontrados no cerrado, caatinga e pantanal brasilgROQUE et al., 2005). Este género foi
considerado monoespecifico durante muito temposaspdos inUmeros trabalhos mostrando
diferencas morfométricas e cromossoémicas entrelagipes geograficamente distintas. Apenas a
partir da andlise em conjunto de dados moleculas®tipicos e de distribuicdo geografica foi
possivel concluir que o génerbhrichomys possui pelo menos cinco espécies cripticas,
geograficamente separadas (ROQUE et al., 2005; EIRX et al., 2005).

O Trichomys pachyuruse localiza na parte oeste do Brasil, no Mato s&ra Sul e
norte de Sdo Paulo. No cerrado sdo encontradosreas @bertas com extrato herbaceo,
arvoredos de cerrado fechado e em matas invadmlapgstagens, enquanto no Pantanal séo
encontrados em pequenas cordilheiras e regidesaddrgeas e pastagens (ROQUE et al., 2005).

O génercOecomyqrato do campo) apresenta roedores de habitosnmuste solitarios,
alimentando-se de frutas e sementes verdes. Esderes utilizam todos os niveis da floresta
inclusive o solo. Estas espécies estdo distribufedas florestas tropicais e subtropicais da
América do Sul (MIRANDA, 2007).

Os cervideos pertencem a Ordem Artiodactyla, fandervidae, e estdo mundialmente
dispersos. No Brasil, os cervideos sédo encontrthogarios biomas como o Cerrado, Pantanal e
Chaco (RODRIGUES et al.,, 2002). No Pantanal subrgabssense encontramos quatro
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espeécies de cervideoBlastocerus dichotomugcervo-do-Pantanal)pzotoceros benzoarticus
(veado-campeiro), Mazama amaricana (veado-mateiro) eMazana gouazopira(veado-

catingueiro), sendo que cada uma tem um habitérprecial.

As populacdes d®. bezoarticusestdo localizadas principalmente na regido cedtal
Pantanal, na regido da Nhecolandia e Paiaguds,necaior nimero de animais em areas de
campos e vazantes, estimando-se uma densidadétgrapos/Km (MOURAO et al., 2000 e
TOMAS et al., 2001). Esta espécie de cervideo temomdensidade na regido do Pantanal,
guando comparada a regido de cerrado brasileir® BGUES et al., 2002). Eles alimentam-se
principalmente de gramineas, mas também ingereasearbustos e até flores. O periodo de
atividade de pastoreio do veado-campeiro podeasego diurno quanto noturno, com variagao
individual no ritmo de atividade (ZUCCO, 2007).

Originalmente, os veados-campeiros tinham uma and@&ibuicdo geografica na
América do Sul, abrangendo todos os ambientes cabesavanas, campos e 0s pampas.
Atualmente a espécie esta restrita a populacokslana Argentina, Uruguai, Bolivia, Paraguai
e Brasil (TOMAS et al., 2001). As populacbes daéesp estdo diminuindo devido a varios
fatores como a alteracdo do habitat, introducaanil®mais domésticos e fauna exética e a caca,
embora ainda seja relativamente abundante no RANBEMARIA et al., 2004; ZUCCO,
2007).

2.4 Leptospirose no Pantanal

No Pantanal, as condi¢cdes ecologicas sédo altamiavieraveis a ocorréncia de
leptospirose bovina, uma vez que o agente sobrewviais tempo em areas alagadas e de
temperaturas elevadas (LINS et al., 1986).

Alguns trabalhos com leptospirose em animais dileesrem sendo desenvolvidos nas
Américas mas no Brasil a enfermidade € pouco edtuden espécies silvestres, deixando uma
possivel lacuna no estudo da cadeia epidemioldgiogue dificulta a elaboracdo de planos
estratégicos de controle dessa doenca em regi@sgeamente favoraveis e com grande
densidade de animais silvestres (GIRIO et al. 2003)

Segundo VASCONCELLOS et al., (1997) e FIGUEREDO O@Q o sorovar

predominante no Estado de Mato Grosso do Sul eind®e o Hardjo. MATHIAS et al., (1999)
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encontraramO. bezoarticusreagentes para Hardjo, Wolffi e Mini. GIRIO et, a{2003)
verificaram em cinco espécies silvestres a preseedaeptospira sendo 0s sorovares mais
freqientes Pomona (bufalo e ovino), Wolffi (boi bay Icterohaemorrhagiae (ovino, veado-

campeiro e suinos) e Copenhageni (veado-campsinne).

PAES et al., (2008) examinaram 75 amostras de d®m® scrofaferal (porco monteiro)
por meio de SAM, detectando 9,3% de amostras réaggraraLeptospiraspp., sendo mais

freqUentes os sorovares Copenhageni, Icterohaeagiad) Shermani e Patoc.

No Pantanal de Mato Grosso, MIRANDA (2008) encanttdés de seid/. tridactyla
(tamandua-bandeira), positivos pdreptospiraspp., sendo que 0s sorovares mas provaveis

foram Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviaderi®ani.

2.4.1 Leptospirose em bovinos no Pantanal

Nos animais de producdo, a maior importancia deosgrose é de ordem econémica,
por influenciar o potencial reprodutivo do rebanhms bovinos, especificamente, as perdas
econbmicas causadas pela leptospirose estdo divetadiretamente relacionadas as falhas
reprodutivas como a infertilidade, o abortamenéogeieda da producéo de carne e leite, além de
custos com despesas de assisténcia veterinarinagsactestes laboratoriais (FAINE et al., 1999;
VASCONCELLOS, 1993).

Entre os sorovares incidentais mais frequentesachasi-se Icterohamorrhagiae, Pomona
e Canicola, causando sintomas clinicos graves ¢ctericia, hemorragias e morte, devido a sua
elevada patogenicidade. Em fémeas prenhes o aletarmcorre em grande nimero de animais

do rebanho afetado.

Em 1992 foi realizado um levantamento em propriedatbcalizadas na regido da
Nhecolandia, onde foi encontrado um percentual % 4€m matrizes e 61% em touros soro
reagentes pataeptospiraspp., com maior numero de reacdes para os sosokarejo e Wollfi
(PELLEGRIN et al., 1992). Posteriormente, em 1998ro trabalho foi realizado, mostrando
gue a prevaléncia do sorovar Hardjo foi de 38,88% feequéncia de animais reagentes nas
propriedades estudadas variou de 10 a 84%. Osaesowmais frequentes foram Hardjo, Wollfi

e Sejroe, todos pertencentes ao sorogrupo Sejme sorovares mais prevalentes de outros
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sorogrupos foram: Tarassovi, Mini, Bratislava, B&ta e Hebdomadis (PELLEGRIN et al.,
1999).

No Pantanal a estrutura fundiaria € dependenteegione hidrologico, portanto, quanto
maior a regido alagada de uma fazenda esta pieigena maior area de producéo, se ndo esta
propriedade ndo se torna economicamente viavelLBERIN et al., (1999), mostra a relacéo

entre tamanho de propriedade e frequéncia de ane@jentes pataptospiraspp.

2.5 Diagnostico de_eptospira spp.

A leptospirose pode ser muitas vezes assintomatmaém quando ocorrem
manifestacdes clinicas em humanos ela pode seuratidh com o virus da influenza, dengue e
meningite, o que dificulta o seu diagnéstico clni€om os animais domésticos ocorre 0 mesmo
problema, pois 0s sinais ndo sdo patognomoénicoBNEAt al., 1999). Em bovinos, a sindrome
hemolitica deve ser diferenciada da anaplasmosabesibse, como de outros agentes que
causam anemia hemolitica. Causas de aborto, natsnefou infertilidade incluem brucelose,
campilobacteriose, clamidioses e tricomonoses eerdetambém ser consideradas para
diagnostico clinico diferencial (HUNTER, 2005).

Em vista da dificuldade do diagnéstico clinico, écessario utilizar um diagndéstico
laboratorial. O Ministério da Salude preconiza ogusdes exames laboratoriais: isolamento,
soroaglutinacdo microscopica (SAM), ensaio de imadsor¢cdo enzimatica (ELISA) para IgM e

macroaglutinacdo, dependendo da fase evolutivaueno gpaciente se encontra (BRASIL, 2005).

Devido a dificuldade de isolamento do agente, adpal método de diagnostico da
leptospirose é a pesquisa de anticorpos, poderrdengaregados testes sorogrupo-especificos,
gue compreendem as provas de soroaglutinacdo migica (SAM) e suas variagbes em
relacdo ao tipo de antigeno empregado, vivo oivar (LEMOS e ALMEIDA, 2005).

Na fase aguda ou septcémica, durante o periodib pellemos visualizar leptospiras no
sangue, através do exame direto, de cultura desnagimpriados ou a partir de inoculacdo em
animais de laboratorios.

A dificuldade de isolar o agente da leptospirosavas de amostras clinicas e fluidos
corpéreos tem sido reportada em varios estudos (KRt al., 2003). O cultivo deeptospiras

para isolamento é usado apenas para confirmacgodditica, uma vez que demora cerca de 10
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semanas para ser conclusivo, o que garante apemadiagnoéstico retrospectivo (BRASIL,
2005).

Os meios utilizados para cultivo e isolamento s@émmenriquecidos com soro de coelho
ou albumina sérica bovina (BSA), além de meiosevde proteinas. Meios liquidos séo
convertidos em semi-sélido pela incorporacao d&Qj2 agar e para forma sélida com a adicao
de 1% de agar. O meio semi-solido € mais utilizeala isolamento de estirpes e manutencao de
culturas de estoque. Nesse meio, o crescimentsudélizado pela formacdo de um ou mais anéis
de crescimento (anel de Dinger). A auséncia desaré significa necessariamente auséncia de
Leptospiras O meio sélido é utilizado para clonar estirpgsaea isolareptospirasde fontes
contaminadas (FAINE, 1982).

Em laboratério, a temperatura 6tima para o crestionde saprofitas e patogénicas € de
28 - 30°C. O pH otimo para crescimento é de 7,26: §endo que condi¢cBes alcalinas séao
melhores toleradas que condicdes acidas. Condigéasbias sdo essenciais, por serem as
Leptospirasaerdbias obrigatorias, e o crescimento é melhgpad@gitacdo ou aumento da area
de superficie (FAINE et al., 1999).

A microscopia de campo escuro consiste na obsarvdgamotilidade tipica do género
em amostras clinicas (sangue, liquido cérebro leahinrina e fluido peritoneal), através do
microscopio de campo escuro. Trata-se de um métioaoles, mas que pode resultar em falso
negativo quando ha poucas bactérias na amostrandQueorrelacionado com parametros
clinicos pode ajudar no diagndstico precoce dao$gmtose, porém nao deve ser usado
isoladamente (SAMBASIVA et al., 2003).

O ELISA (ensaio de imunoadsorcdo enzimética) pateocgdo de anticorpos anti-
leptospira € muito sensivel mas pouco especifiga padiagnostico do sorovar. Permite a

deteccdo da doenca a partir da 1° semana até ois meses apos infeccao (BRASIL, 2005).

Os anticorpos Ig-M séo detectados apos a primeir@asa de infeccdo, e os IgG apo6s o
inicio da segunda semana pés-infeccdo e persistenopgos periodos de tempo. Portanto,
animais com leptospirose aguda tém altos titulolghee IgG relativamente baixos. E animais
vacinados ou que tiveram infec¢fes anteriores team Htulos de 1IgG. Em bovinos, o principal

papel do ELISA seria a identificacdo de Ig-M patentificacdo de infec¢des recentes e para o
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rastreamento de rebanhos em regides onde a vagipaca leptospirose ndo é praticada (OIE,
2006).

A prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM) élizada com a utilizacdo de
antigenos vivos sendo a técnica considerada pglan2acdo Mundial de Saude como “padréo-
ouro” para a confirmacdo do diagnéstico da leptospi Além de detectar anticorpos
especificos esta técnica é utilizada na identifioag classificagdo dos sorovares isolados. Os
anticorpos podem ser revelados pela aglutinagdosmmcoletado entre @ & 10 dia apds o
inicio do estado de leptospiremia e alcancam tittdximo ao redor de um més. Titulos entre
100 e 1600, ou mais, sdo comuns em animais infesf@RASIL, 2005).

O teste de macroaglutinacao é utilizado paragrnagm humanos, realizado em soro de
pacientes com sintomas clinicos da doenca. Detatdiaorpo da classe IgM, sendo que o

periodo ideal da coleta sanguinea é a partir diga7de inicio dos sintomas.

O ensaio da polimerase em cadeia (PCR) € um méteddeteccdo da presenca do
patdégeno, direto, rapido, sensivel e especificte psde ser utilizado diretamente em amostras
clinicas como soro, urina, humor aquoso (BALL etE94; MERIEN et al., 1992). A PCR tem
sido utilizada para diferenciar sequéncias de bakesDNA revelando diferencas entre
Leptospirasdo mesmo grupo e/ou mesmo sorovares (BOLIN e AQ99). Esta técnica tem sido
utilizada em humanos e animais domeésticos, poréntem seu uso difundido no diagnéstico da

doenca entre os animais silvestres.

A técnica consiste na replicacdo do DMNAvitro, catalisada por uma enzima que pode
ser a DNA polimerase. A reacdo requer a presensagdatro tipos de desoxinucleotideos
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e de oligonucleotidengttos, complementares as extremidades
da regido do DNA que se deseja amplificar. Estigmalicleotideos, denominado “iniciadores”,
funcionam como fita de DNA complementar a fita neplque se estende a partir da extremidade
3’ de cada oligonucleotidecCada ciclo de PCR envolve varias etapas: a desigam da
molécula de DNA alvo, obtida por elevacédo da tewrdpea para 92° C a 95°C; anelamento dos
oligonucleotideos por reducdo de temperatura ggénto ideal para a formacdo das pontes de
hidrogénio entre cada par de oligonucleotideo itaanfolde; e extenséo da sintese da nova fita
de DNA. Uma vez que a replicacdo do DNA é semiomas®a, ou seja, a DNA polimerase

utiliza um molde de fita simples de DNA para sizgat uma fita complementar, sem o qual a
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adicdo de nucleotideos € interrompida, as fitagmesintetizadas passam a funcionar como
molde para o proximo ciclo. Ao final de varios oglobtém-se acumulo exponencial de copias
de regido delimitadas pelos oligonucleotideos (REBGIO e COUTINHO, 2001).

2.6 Arvore Filogenética

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, juntomcoo préprio conceito de
ancestrabilidade entre espécies. Assim, as filagenada mais sdo que as indicacdes das

relacdes de ancestrabilidade supostas para umntormja espécies.

A arvore filogenética representa a histéria evetutdos organismos presentes nela,
consistindo graficamente de pontos ou nés ligadwsliphas (ou ramos), 0s organismos Sao
denominados taxon, que podem ser familias, géaespg&cie ou popula¢des. Com frequéncia séo
chamados de unidades taxonémicas operacionaisnplesmente OTUs (MATIOLI, 2001).

A arvore filogenética tem dois tipos de nos, osrimbs e 0s terminais. Os nos terminais
representam as OTUs estudadas, unidas por ranmsa@ufterno representa o ancestral comum
mais recente deste taxon (MATIOLI, 2001).

A arvore filogenética pode ser enraizada, quarasyi um ancestral em comum e néo
enraizada quando ndo aponta onde esta a espéesrahde todo o grupo (a raiz da filogenia).
Existem varios métodos para se reconstruir umar@tfilogenética como métodos baseados em
distancia, maxima parcimo6nia, maxima verosemelhagtie outros como métodos geométricos
e probabilisticos (MATIOLI, 2001).
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Leptospirose em veado campeirodzotocer os bezaorticus) no Pantanal Sul-Mato-Grossense,

Brasil. Sorologia e PCR.

Anahi S. Vieira & Aiesca O. Pellegrin

ABSTRACT.-Vieira A.S., & Pellegrin A.O[Diagnosis ofLeptospira spp in cervids
(Ozotocerus bezaorticus) of the Pantanal sul-mato-grosensse, by serologicand molecular
technique (PCR)] Leptospirose em veado campeif@zptoceros bezaorticusio Pantanal Sul-
Mato-Grossense, Brasil. Sorologia e PCResquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00
Programa Mestrado em Ciéncia Animal. Universidaddelral do Mato Grosso do Sul, 79070-
900 Campo Grande, MS, Brasil. E-mail: Anahi_sv@ yabom.br

The leptopirosis reports about wild populationryiin sympatry with cattle has been

increasingly frequent. The diagnostic technique mmmly used is the microscopic agglutination
test (MAT). The deer are found scattered worldwate] in Brazil, dee©zotoceros bezoarticus
are distributed in greater quantities in Pantaegian, using he same habitats as cattle. This
study tested 102 samples@f bezoarticus98 by PCR, 51 by SAM and 47 animals were tested
by both techniques. The frequency of leptospirosideer pampas detected by MAT was 5.9%
(3), while PCR was 2.04% (2), presenting an aratsensitivity of 280 fg/uL. Through
sequencing and phylogenetic analysis, isolatgtospirafound in pampas deer were identified
asLeptospira interroganand by SAM as serovars Pomona and Butembo.

INDEX TERMS: Deer, Leptospirosis, MAT e PCR

RESUMO.- Os relatos de ocorréncia da leptospirose em popegasgilvestres que vivem em
simpatria com o0s bovinos tem sido cada weis frequentes. A técnica de diagnéstico mais
utilizada é a soroaglutinacdo microscopica (SAM¥ €&rvideos sdo encontrados dispersos
mundialmente, sendo que no Brasil, os veados campei

(Ozotoceros bezoarticudistribuem-se em maior quantidade na regido awalRal, utilizando os
mesmos habitats que os bovinos. Neste estudo festadas 102 amostras@ebezoarticus98
foram por meio da PCR, 51 por meio SAM e 47 anirpaisambos as técnicas. A frequéncia de

leptospirose detectada nos veados campeiro pelaBiAdé 5,9% (3) enquanto pela PCR foi de
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2,04% (2), sendo que esta técnica apresentou umésidade analitica de 280 fg/ul. Por meio
de sequenciamento e analise filogenética, os isslak Leptospiraencontrados nos veados
campeiros foram identificados conh@ptospira interroganse pela SAM como 0s sorovares

Pomona e Butembo.

TERMOS DE INDEXACAO: Cervideos, Leptospirose, SANPER

INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade de distribuicdammpolita (Scarcelli et al. 2003),
seguramente das mais importantes como causasio¥asae perdas reprodutivas em bovinos e,
ao mesmo tempo, importante zoonose, de morbidabdenfaconhecida, tanto no homem como
nos animais domesticos. Os relatos de ocorréncigo@mlacdes silvestres que vivem em
simpatria com os bovinos tem sido cada vez maggiéetes (Mathias et al. 1999, Bengis et al.
2002, Girio et al. 2003, Scarcelli et al. 2003, Deet al. 2004) e nesse contexto, é de vital
importancia a pronta deteccdo da doenca nas pd@mslasilvestres por meio de testes
diagnésticos de elevada acuracia.

Os cervideos pertencem a Ordem Artiodactyla, fanflervidae, e sdo encontrados
dispersos mundialmente (Emmons & Feer 1990, EisggnkeRedford 1999), distribuidos em
varios biomas como o Cerrado, Pantanal e Chacpdlie Tomas 2006).

No Pantanal sul-mato-grossense ha quatro espéiesrddeosBlastocerus dichotomus
(Cervo-do-Pantanal)®zotoceros bezoarticus/éado-Campeiro)Mazama amaricangVeado-
Mateiro) eMazana gouazoubirgVeado-Catingueiro), sendo que cada uma possuhaiitat
preferencial (Vaughan 1986, Rodrigues 2002, Torhas 2004, Tiepolo & Tomas 2006).

As populacdes de veado campeiro estdo distribypdagqjuase todo o Pantanal, com
maiores densidades em areas de campos e vazardasa{Vet al. 2000, Tomas et al. 2001,
Tomas et al. 2004). Esta espécie apresenta maisidaele populacional na regido do Pantanal

do que no cerrado brasileiro e utiliza 0 mesmothtafjue os bovinos (Rodrigues et al. 2002).
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No Pantanal, as condi¢cdes ecologicas sado altamiavieraveis a ocorréncia de
leptospirose, pois a temperatura é elevada e aanpédiiométrica é de 1200 mm/ano (Garcia &
Castro 1986) tais condi¢des sdo muito propiciaseesivéncia de leptospiras no ambiente (Lins
et al. 1986). O Pantanal apresenta uma paisagerpostanem forma de mosaico com tipos de
vegetacdo que inclui cerraddes e florestas nasdifieiras”, campos Umidos e sazonais, nas
partes alagaveis e circulando lagoas; cerradosmgpas nas partes intermediarias do relevo
(Rodela et al. 2007).

Uhart et al. (2003), na Argentina verificaram quést(21,4%) de 14©. bezoarticus
examinados foram positivos paleptospirose. Deem et al. (2004) encontraram quistro
gouazoubirasorologicamente positivos para leptospirose emarfihais examinados no Chaco
boliviano (36,3%).

O diagnostico da leptospirose é efetuado principatmpela deteccdo de anticorpos por
meio do Teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAMp isolamento do agente em meio de
cultura. Entretanto, o ultimo procedimento demamdéto tempo e apresenta sucesso limitado ja
gue o crescimento desta bactéria tende a seritastid A Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) que nos ultimos anos passou a ser empregaala gleteccdo de leptospiras em humanos
e animais domesticos apresenta maior sensibiligade sorologia e € mais precisa.(Van Eys et
al. 1989, Gerristsen et al. 1991, Radstone & Wood\896).

Os objetivos deste trabalho foram estimar a freqqaéde veados campeiros infectados pela
Leptospiraspp. na regido do Pantanal, identificando os jp@i€ sorovares circulantes e testar
um ensaio da polimerase em cadeia para a deteegde dgente, estimando sua sensibilidade

analitica.

MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo
A é&rea de estudo incluiu quatro propriedades coatidocalizadas na regido central do
Pantanal brasileiro, conhecido como Nhecolandi& @8 115" S, 56° 37’ 63”"N). O clima

desta regido é considerado sub-umido, com tempasatelevadas (19 a 28°) e estacdo seca
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anual de mais de quatro meses, com médias pluvicasetde 1200 mm/ano (Garcia & Castro
1986).
Captura, Contencéo e obtencdo das amostras

A captura dos veados campeiro foi realizada poordei dardo anestésico, lancados a
distancia por pistolas de GEom presséo regulavel (Distinj@cmodelo 35) ou uma zarabatana
de 2 m X 11 mm de diametro (Zoot&hA contencéo quimica empregada em 42 animais foi
realizada com os anestésicos Tiletamina e Zolazepafolazepan e xilazina (Piovezan et al.
2006). Para os 60 animais restantes a contenc@wicqufoi efetuada com a associacdo de
zolazepan+tiletamina+xilazina+atropina (Borgesl €2@06).

As capturas foram realizadas com licenca ambiestwalnstituto Brasileiro do Meio
Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis (IBAB&N° (032/2005) 0214.0022008/05-00 e
(005/2007) 02014.000382/2007-22.

Foram colhidas por puncéo da veia jugular, amosigasangue com e sem anticoagulante
(EDTA). Apss o processamento das amostras foramdazbb soro e a papa de hemaceas com as
quais foram realizados os testes de Soroaglutinslg@oscopica (SAM) e Reacdo em Cadeia a
Polimerase (PCR).

Teste de Soroaglutinacdo Microscopica

A pesquisa de anticorpos aglutinantes anti-leptaspifoi efetuada pela reagdo de
soroaglutinacdo microscopica de acordo com ColetJal. (1973) . Para o diagndstico foi
utilizada uma colecdo de antigenos vivos, reprapgeg de 19 sorogrupos deptospira
interrogans composta pelos sorovares: Icterohaemorrhagiaeper@ageni, Canicola,
Autumnalis, Pomona, Grippotyphosa, Hebdomadis, fiyolBratislava, Harjobovis e
Hardjoprajtino, Castellonis, Batavie, Whitcombi, r@pteri, Butembo, Javanica, Panama,
Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Patoc e Sentotn Aléssas foram utilizados antigenos

representando estirpes de leptospiras isoladasrasil,Bde animais domésticos e silvestres
(Fig.1).
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.Cadigo Espécie animal Instituicdo(cdes) Espécie Sorogrupo Sorovar
Identificaca de onde foi envolvidas no identificado* identificado
0 isolada isolamento
4-B (VPS) Gamba Instituto Bioldgico L.santarosai Bataviae Brasiliensis**
(An 776 (D.marsupiali Séo Paulo - CDC
original) USA
M 7-87 Suino $us VPS -FMVZUSP L.interrogans Pomona Pomona#
scrofg
M 4/98 Bufalo VPS- FMVZ USP L.santarosai Sejroe Guaricura#
(B.bubalig
M 9/99 Rato VPS FMVZ USP L.interrogans | Icterohaemorragiae] Copenhagehii
(R.norvegicup Fundacao Parque #
Zoolbgico S.Paulo
LO-1 Céao doméstico Universidade L.interrogans Canicola Canicola#
(C.familiaris) Estadual de Londrin
LO-4 Suino Sus Universidade L.interrogans Pomona Pomona#
scrofg Estadual de Londrin
LO 14 BovinoBos Universidade L.interrogans Canicola Canicola#
taurug Estadual de Londrin
2 ACAP Capivara VPS FMVZ USP L.santarosai Gripptyphosa Bananal#
(H.hidrochaeri$
M Carnivoro EMBRAPA VPS 2?7?27 2?2/
110/2006 silvestre FMVZ USP
(C.thous

* aglutinacdo cruzada com antisoro policlonal

**absor¢do de aglutininas.
# aglutinacéo com kit de anticorpos monoclonais
??? ndo identificado

FIG. 1. Estirpes de leptospiras isoladas de animagegundo cédigo de identificacao, espécie animal olede foi
isolada, Instituicdo(¢Bes) que participaram do isalmento, espécie, sorogrupo e sorovar identificados

Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a parr 075 ul de papa de hemécia,
adicionando-se 25l de PROTEINASE K (20 mg/mL) e incubando-se a 63%Chminutos. A
seguir foram adicionados 230 de SDS 10% (Dodecil Sufato de Sédio), homogegéizgor
inversdo e incubacao a 65°C/6 minutos. Foram atidos 400ul de cloroférmio, agitacédo
vigorosa em vortex, colocagcdo de 2@0da solucdo de precipitacdo protéica (3M C2H3KO2,
2M CH3COOH) e nova homogeneizacédo. A amostra foirdegada por 1400¢y/10 minutos.
O sobrenadante foi colhido e tratado com p0Gle etanol P.A. refrigerado e, em seguida,
homogeneizacdo por inversdo até formar um predipitaPosteriormente procedeu-se a
centrifugacao a 1406@/5 minutos. O sobrenadante foi descartado e detgetfmado foram
adicionados 500l de etanol 70%. Logo apés, a amostra foi centaifiaga 1400€g/3 minutos e

0 sobrenadante descartado. O pellet foi seco empetatura ambiente e ressuspendido eml50
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de Tris EDTA (10 mM Tris HCI pH 7,4, 1mM EDTA pH@®.e estocado a —20°C (Sambrook et
al. 1987).
Controle Positivo

O controle positivo foi obtido de uma cultura emiargemi-solido (Fletcher®, Difco) de
Leptospira interroganssorovar Hardjo(Hardjoprajitno) cedida pela Agéncia Estadual de
Defesa Sanitaria e Vegetal do Estado de Mato Grds&Rul (IAGRO).
Desenho dos oligonucleotideos

O par de oligonucleotideos utilizado foi desenhseigundo Mérien et al. (1992), para a
amplificacdo de um produto de aproximadamente 28&spde bases, que corresponde a uma
regido conservada do gdisSda estrutura primaria deeptospiraspp. O oligonucleotideo A: 5’
GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3, corresponde a regidao decleotideos 38 até 57 e o
oligonucleotideo B: 5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3, omsponde & regido do
nucleotideo 348 até 368.
Amplificacdo dos genes pela técnica de PCR

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o par ligooucleotideo descrito acima em
termociclador de gradiente (Eppendorf Mastercy@eadiente), com um volume final de 20 pl
contendo 2 pl de tampéo de PCR 10X (100 mM Tris-HyEL8,5, 500 mM KCL), 1,5 mM de
MgCl,, 250 uM de cada dNTP, 0,02 U de tag DNA polimerisd®), 0,25 pmoles de cada
oligonucleotideo, e 1uL de DNA molde. Os produtiasamplificacdo foram resolvidos por
eletroforese a 100 V por 1 hora, separados podgelgarose a 1%, corados com Syber Gold
(Ivitrogen®) e visualizados por meio do sistemacdptura de imagem X-ILP (Loccus®) com
transluminador sob luz ultravioleta.
Sensibilidade da Reacéao de PCR

A sensibilidade da reac&o de PCR foi testada par deediluicdes seriadas (10 vezes) do
DNA do controle positivo com agua MilligieO DNA gendmico dd.. interroganssorovar
Hardjo (Hardjoprajtino) foi diluido da concentragawial de 280 ng/ul até uma diluigéo final de
1:107. Este DNA foi diluido até que o mesmo apresentas®ebanda visivel por meio da PCR,
sendo o limite da deteccdo. Depois foram testamtiesstas culturas que pertenciam a colecéo 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 ges® dos diferentes isolados de
Leptospiraspp foram adicionados em microtubos de 1,5 miylldo vetor pGEM-T Easy
(Promegd), 3 ul do produto de PCR, jil da enzima Ligase T4, e |8 de tamp&o da ligacao.
Apoés este procedimento foi realizada a transformagizando-se de célulds. coli TOP 10 F
guimicamente competentes.

Os clones recombinantes foram selecionados em lnueia-bertani (LB) agar contendo
100 pg/ml de ampicilina. A triagem das colonias ététuada com X-gal e IPTG. Os clones
recombinantes foram propagados em LB liquido compicilima.

Os plasmideos foram extraidos pela minipreparagd@lasmideos (Sambrook et al.
1987).
Sequenciamento

As amostras obtidas na minipreparacdo de plasmidiasn sequenciadas por meio do
método de Sanger, que emprega o0 didesoxi ou tedories de cadeia, em sequenciador
automatico ABI 3100 de 16 capilares (Applied Bidsegss), segundo as recomendacgfes do
fabricante. As amostras foram sequenciadas comligenacleotideos do gen&6S de L.
interroganse com o oligonucleotideos do vetor pGEM-T Easystgriormente analisada por
meio do Blast N (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
Analise Filogenética

As amostras sequenciadas foram alinhadas com hoagdixiprograma Mega 4.0 (Tamura
et al. 2007). A arvore filogenética foi construfido método de Neighbour-Joining (NJ), verséao
simplificada do método de minima evolucéo (ME), gtikza a distancia medida para corrigir 0s
varios acessos ao mesmo local (como o numero dstitsigbes de nucleotideos ou
animoécidos), o qual escolhe uma topologia mostranthenor valor da soma de todos os ramos
como uma estimativa correta da arvore.

Para a construcao da arvore filogenética forarnzatias sequéncias (Quadrol) que estao

disponiveis no banco de dadésnBankhttp://www.ncbi.nlm.nih.gojx

Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio dogmmaBioestat utilizando o teste do

Qui-quadrado ¥2) com tabela de contingéncia 2 x 2, utilizandoreggo de Yates quando
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necessario e Odds Ratio (Ayres et al. 2005) panmgpacar os resultados positivos dos testes de
SAM e PCR.

Quadro 1 — Numero de acesso n@enBank de Leptospira spp. correspondente, utilizada para a construcada
arvore filogenética para analise parcial do gene 18

N° de Acesso Leptospira

AY714984.] Leptonemaillini llini

FJ154579 L eptospira borgpetersenii Castellonis
AMO050569 L eptospira borgpetersenii Hardjo (Hardjobovis)
FJ15460( L eptospira borgpeterseneii Javanice
FJ154595 Leptospira borgpetersenii Tarassovi
FJ154593 Leptospira borgpeter senii Sejroe
FJ154580.. L eptospira weilii Celledon

EU159692 L eptospira biflexa Patoc

FJ 154543.1 Leptospira interrogans Autumnalis
FJ154557.. L eptospita interrogans Australis
DQ991469.1 Leptospira interrogans Bataviae
AMO050586.1 Leptospira interrogans Bratislava
DQ991472.. Leptospira interrogans Canicola
AY996790.2 L eptospira interrogans Copenhageni
AMO050570 L eptospira interrogans Hebdomandis
AY996796.: L eptospira interrogans Hardjo( Hardjoprajitno)
FJ154549.1 Leptospira interrogan Icterohaemorrhagiae
FJ154544.1 Leptospira interrogans Pomona
FJ154552. Leptospira interrogans Pyrogene:
EUA497661 L eptospia interrogans Wolffi

DQ 991478.1 Leptospira kirschneri Butembo
AY631895.: Leptospira kirschneri Cynopteri

FJ 154572.1 Leptospira kirschneri Grippotyphosa
FJ154582.1 Leptospira noguchii Panama

FJ154580.. L eptospira weilii Celledon

AY631883 L eptospira santarosai Shermani
AY293856.1 Turneriella parva parva
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RESULTADOS
Das 51 amostras de soro de veado campeiro tegtatiasoroaglutinagcdo microscopica
trés apresentaram reacao positiva (5,9%) (Quads®E)do que o0s sorovares predominantes
foram Pomona (2/3) (66%) e Butembo (1/3) (34%).

Quadro 2 — Namero de animais utilizados em cada tese porcentagem de animais positivos

Teste N° animais N° positivos/%
PCR 98 2 (2,04)
SAM 51 35,9
PCR/SAM 47 0

Das 98 amostras de papa de hemacia testadad @at@spiraspp, por meio da PCR,
duas (2,04 %) (Quadro2) apresentaram um fragmentgpbximadamente 331pb. A sequéncia
de oligonucleotideo utilizada amplificou todos asosares empregados na colecdo utilizada
para a realizagao da SAM.

A sensibilidade analitica da reagédo de PCR foi&fg/ul da concentracdo de DNA do
controle positivo. Foi possivel a visualizacdo @ada, em gel de agarose a 1% corado com
Syber Gold, quando o DNA foi diluido até 12(Fig. 2).

Pb 1 2 3 4 5 6 7

1.000 ——»

N =330pb
300

100 I

Fig. 2 — Sensibilidade analitica da PCR. Linha 1:I?(marcado de pares de base 1Kb plus Invitrogen®),inha
2 a 7: controle positivo em diluicbes variando deQt* — 10’
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As duas amostras positivas @ebezoarticugoram clonadas, e apos a clonagem foram
obtidas colonias que continham o inserto com o gemeial 16S de Leptospira spp. Os
plasmideos foram extraidos por meio da técnicaidepreparacao de plasmideos (Sambrook et
al. 1987) e, posteriormente, o inserto contendegéé&ncia parcial do gedéSfoi sequenciado.

Apo6s o sequenciamento, foi realizado o alinhameatn auxilio do programa Mega 4.0
(Tamura et al. 2007) para se obter a sequénciensa®sta analisada por meio do Blast N. Com
a sequéncia consenso foi verificado que o isofadbezoarticu® teve 100% de identidade (1le-
172) comL. interroganssorovar Australisn numero de acessoGenBankFJ154557.1 e o
O.bezoarticus31 teve 99% identidade (1e-104) cdm interrogans sorovar Copenhageni,
namero de acesso GenBank FJ154558.1 .

Com este resultado foi construida a arvore filoieagpelo alinhamento de sequéncias
parciais do geng&6Sdepositadas nGenBankpelo método de Neighbour-Joining.

Apoés a separacao desptospira biflexgpatoc, Leptonema ilinnilllini e Tuneria parva
Parva, utilizadas comaout group(Morey et al. 2006) obteve-se um grande grupo elat®$piras
patogenicas Os isolados de cervideos ficaram deiotrgrupo de_eptospira interrogangFig.

3).

Os isolados d®.bezoarticuméo apresentaram diferenca quanto a topologiaraludg
grupo del.eptospira interroganspois estao dentro do mesmo clado significandoestes estéo
muito proximos de.. interrrogans

Os testes estatisticos foram aplicados aos anguaisoram testados por meio de PCR e
SAM. Nao havendo diferenca entre os testes diagossipois a probabilidade de um resultado
PCR positivo entre os animais com sorologia pasitiéo foi superior a dos que apresentaram
sorologia negativa. A proporcdo de animais soraposi com PCR positivo foi semelhante a
dos animais soropositivos com PCR negatiyt= 0,142; p=0,706 e OR=0 e p= 0,271).
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Leptaspira interragans hebdinalis

—— Lepiospire 1solado O. bezoarticus 31
Leptospire interragans by atislava
Leptespirg interrogans ansty alis
Leprasping interro gans poinona

Leptospire interrogans hadjopr ajitmo

63| Lepiospiru innterrogans sejloe

Leprospire interregans bataviae

Leptospire interrogans canicola
Leptospirceisolado O. bezearticus

23 Leptospire interrogans antumnalis

Leptospine interrogans copenhagent

Leprospire interrogans icrerohaanorthagiae

86| | Lepiospire interregans pyrogeles
Leptaspire kirscheri oxipponphosa

49
41 Leptosping kirscheri butembo
Leprospire noguchii panama
az| — Leptaspircweilii celledoni

Leptospira kirecheri cxnoptenl

Lepiospint borgperersenii Javanica
% Leptospirg borgpeterseris tag assovt
18| Leptospina borgpetersenii castellonis

98 Leprospire dorgpetersenii haxdjobovis

Leptospire santarosai shelman
Leptospire interrogans wolffu

Turneriella parva parva

Lepi fllirei lini

Lapivspirg diflrca

005

Fig. 3 - Filogenia del eptospira spp. construida a partir do alinhamento de sequétgs parciais do gene 16S.
Método utilizado foi o de Neighbour-Joining. O supde de cada clado foi determinado por 100®ootsprap
indicando o valor dos nés internos (%).

DISCUSSAO

Poucas informacgdes tém sido reportadas sobre doérfeaciosas em cervideos (Uhuart
et al. 2003). No Pantanal sul-mato-grossense janforealizados alguns inquéritos para
Leptospiraem cervideos.

No presente estudo foi verificada a presenca dedppas emO. bezoarticuscom 0
emprego da técnica de PCR, procedimento que aimddahavia sido utilizado para a pesquisa de
leptospiras nestes animais. Foi encontrada umadiypdade de 2,04% (2/98). Por se tratar de
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uma PCR aplicada a amostras de sangue, este pnecagdideve ser utilizado como método de
triagem, pois 0s animais positivos estardo nadadeptospiremia (que dura de 7-15 dias apés a
infeccao) (Brasil 2005).

Na soroaglutinacdo microscoépica foi encontrada @réocia de 5,9% (3/51) animais
reagentes, sendo o Pomona o sorovar predominargerefultados obtidos diferem do
encontrado por Mathias et al. (1999), onde o peéveéifoi de 24% (4/17), sendo predominante o
sorovar Hardjo, este trabalho foi realizado na nzessgido com 08. bezoarticuse na regiao
do Parque das Emas onde todo®obezoarticugoram negativos (24 animais) na SAM.

Os resultados obtidos no presente trabalho con@rdaom os obtidos por Girio et al.
(2003), que registraram quatro (9,7%) animais nme@gepela soroaglutinacdo microscopica
realizada em 41 animais e ndo detectaram a preseriggptospiraspp. nos rins e figado dos
animais que vieram a Obito durante a captura. Pomdon que se refere aos sorovares
predominantes, houve discordancia entre os ressltdd presente trabalho e os de Girio et
al.(2003), uma vez que tais autores encontraraniormr@quéncia de reagdes para 0 sorovar
Wolffi, que tem os bovinos, como hospedeiro de rteamgéo e no presente trabalho houve maior
frequéncia de reacles para o sorovar Pomona,doastti condigdes naturais pelos suinos.

Os resultados do presente trabalho demonstrarara ppgospirose ocorre em cervideos
da area estudada, e que a presenca de cervideosdus por esse agente representa um risco
para outros animais domesticos e silvestres daoegi

Obteve-se unbest hitsde 99% (e-valuele-169) pdranterroganssorovarAustralis para
0 animal 2 e 99% (e-valuele-104) interroganssorovar Copenhageni para o animal 31. O
sorovar Australis tem sido encontrado em equines) sintomatologia clinica (Maciel et al.
reservatorio os roedores e desenvolvendo sintoriaEos em seus hospedeiros acidentais
(Rodrigues 2008). Girio et al. (2003) ja haviamedtddo o sorovar Copenhageni em cervideos
na mesma regido pelo teste SAM, o que corroborasepte resultado. Entretanto, considerando
gue os primers escolhidos amplificam uma regidasesmada do gene 16S Heptospiraspp nao
se pode afirmar que os fragmentos obtidos sejamfatle pertencentes aos sorovares

Copenhageni e Australis.
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A figura 3 mostra que os isolados dos cervide@sdim dentro do grande grupo onde se
encontram leptospiras que tem como reservatorigsiio®s e/ou bovinos.

Com os resultados obtidos na SAM sugerem uma lEedte que o porco monteirBus
scrofaferal), que representa uma das maiores biomassagida (Mourdo et. 2002), possa estar
transmitindo o sorovar Pomona a populacédo de veeamgpeiro. Com esse resultado pode-se
sugerir que sorovares deptospiraestdo circulando nas populacdes domésticas estségeda
regido estudada, contudo as possiveis interac@@sngiplogicas entre cervideos e bovinos ainda
necessitam de maiores estudos para serem escéarecid
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Levantamento de Leptospira spp. em mamiferos silvees do Pantanal por meio de

técnicas soroldgicas e moleculares.

Anahi 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 techniquesyantamento de Leptospira spp. em
mamiferos silvestres do Pantanal por meio de técris sorolégicas e molecularefesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00 Programa Mestrado em Ciéncia Animal. Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul, 79070-900 Campo derarMS, Brasil. E-mail:

Anahi sv@yahoo.com.br

A survey ofLeptospiraspp. wild mammals was performed in the southemtdPal of
Mato Grosso by microscopic agglutination test (MAfEst and polymerase chain reaction
(PCR). The serovars most frequently in animals stigated were Hardjobovis (28%),
Icterohemorhagie (12%), isolated 110/2006 (isoldtedn C. thou3 (16%), Canicola (L014
isolated fromBos tauruy (4%), Wthicombi (4%), Pomona (20%), autumnali2%d and
Copenhageni (M9/99 isolatddattus norvegicys(4%). Of the 79 samples tested by PCR, 21
(26.58%) were positive, and amplified a fragmentapproximately 331pb. Two amplified
fragments obtained from samples Gferdocium thouswere cloned and sequenced and

phylogenetic analysis identified Asinterrogans

INDEX TERMS: Leptospirosis,Wildlife, PCR, Serolodgyantanal

RESUMO.- Foi realizado um levantamento deptospiraspp. em mamiferos silvestres do
Pantanal sul-mato-grossense por meio de soroagtatin microscopica (SAM) e ensaio da
polimerase em cadeia (PCR). Os sorovares de nraguédncia nos animais investigados foram
Hardjobovis (28%), Icterohemorhagie (12%), isolddd®/2006 (isolado d€. thou$ (16%),
Canicola (isolado L014 dBos tauru¥4 %), Wthicombi (4%), Pomona (20%), Autumnalis
(12%) e Copenhageni (isolado M9/99Rattus norvergicyg4%). Das 79 amostras testadas pela
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PCR, 21 (26,58%) foram positivas, sendo amplificasho fragmento de aproximadamente
331pb. Dois fragmentos amplificados obtidos de @arassleCerdocium thousoram clonados e

sequenciados e pela andlise filogenética identifisaomd.. interrogans.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Leptospirose, Animais silvesit PCR, Sorologia, Pantanal

INTRODUCAO

A leptospirose é considerada uma doenca re-emergemtundialmente distribuida, que
afeta animais silvestres, domésticos e o homena Hetnca é causada por espiroquetas
pertencentes a familia Leptospiracea e géheptospira Esta enfermidade tem acarretado
elevados prejuizos econdmicos para a pecuaria nacicujo principal impacto € o
comprometimento do desempenho reprodutivo, devide abortamentos, natimortalidade,
nascimento de bezerros fracos, mastite e agal®daa & Anderson 1993). A doencga ocorre
tanto em animais domésticos como silvestres e tehoroem com ponto final da cadeia

epidemioldgica (Scarcelli et al. 2003).

A transmissdo direta € provavelmente a principamé de manutencdo da leptospirose
dentro de um rebanho (Ellis 1994) e pode ocorrdo gentato com a urina de animais
infectados, descarga uterina pés-aborto e liquaplacenta, por contato sexual e ainda por via
transplacentaria. A transmissdo indireta ocorrea piposicdo do animal a um ambiente
contaminado ou por inseminacao artificial. As igfes incidentais, determinadas por amostras
mantidas por outras espécies domésticas ou ségesicorrem geralmente de forma indireta
(Bolin & Alt 1999).

Um dos maiores desafios dos estudos de leptodeinasido a tipificacdo de ambientes e
modos de transmisséo, que séo altamente dependestssrovares; e somente alguns sorovares
podem ser endémicos numa regido particular, sendocgda um tende a ser mantido em seu
hospedeiro especifico. Isto mostra que a epidegimida leptospirose em animais domeésticos &

extremamente complexa porque estes podem seradéectpor qualquer sorovar patogénico.
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Como por exemplo, o sorovar Hardjo (Hardjobovisagdjbprajitno), mantido pelo bovino, tem
sido isolado de outras espécies de animais domgstiestacando-se a importancia dos bovinos
na cadeia epidemiolégica de transmissdo. Em boyvlnoBorgpetersenisorovar Hardjobovis
esta associada com infeccdo renal crénica, sermetagda em maior quantidade pela urifa e
interroganssorovar Hardjoprajitno estad mais comumente assadath problemas reprodutivos.
Além do sorovar Hardjo, outros sorovares deptospira spp sdo considerados agentes
causadores de aborto em vacas: Icterohaemorrhd@aassovi, Balcanica, Canicola, Ballum,
Bataviae, Autummalis e Saxkoebing (Faine et al91.99

Embora a pesquisa sobre a leptospirose em aninhaéstses tenha avangado em varios
paises, no Brasil as informacdes sobre o tema a&daesparsas e pontuais, deixando uma
lacuna no conhecimento da cadeia epidemioldgicdo#d@ca, o que dificulta a elaboracdo de
planos de controle em regides com grande densidad@nimais silvestres e ambientes

ecologicamente favoraveis (Girio et al. 2003).

No Pantanal, as condi¢cdes ecologicas sdo altamiavieraveis a ocorréncia de
leptospirose bovina, uma vez que o agente sobrewviais tempo em areas alagadas e de

temperaturas elevadas (Lins et al. 1986).

A presenca de doencas em populacdes selvagens,onsesma ocorréncia de surtos
epidémicos, pode ser um importante indicador dgidhi® ecoldgico, refletindo modificagées no

ecossistema ou bioma e consequentemente afetasgo®padroes de sustentabilidade.

O diagnostico recomendado pela Organizacdo MurdtiaBaude € a soroaglutinacao
microscopica (SAM) considerado como “Padréo-Our@IEH 2006), porém esta técnica
apresenta alguns inconvenientes, como reacao @@&rdrk 0s varios sorovares, principalmente

do mesmo sorogrupo.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um méleddeteccdo direto, rapido,
sensivel e especifico, podendo ser utilizada diretdee em amostras clinicas como sangue, urina
ou humor aquoso (Ball et al. 1994, Mérien et aB2)9Esta técnica, embora néo seja capaz de
identificar os sorovares infectantes, tem sidazatila para a deteccdo da infeccdo no homem e
em animais domesticos, porém nao tem sido adotaa® ¢ecnica de triagem para a detectar

animais silvestres portadoresldgptospiraspp.
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Os objetivos deste trabalho foram identificar esgsde mamiferos infectados péleptospira
spp.na regido do Pantanal utilizando as técnicaSAld e PCR, bem como os principais

sorovares circulantes nessas espeécies.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo:

As areas estudadas estédo localizadas na regidalatmPantanal brasileiro, conhecido
como Pantanal da Nhecolandia (18° 59’ 115" S,36%3"”N), que incluiu 0 campo
experimental da Embrapa Pantanal e propriedadasweizinhas.

O clima desta regido € considerado, tipicamenttapaito subumido, com temperaturas
elevadas (19 a 28°), e estacdo seca de mais de mexes anual, com medias pluviométricas de
1.200 mm/ano (Garcia & Castro 1986).

As unidades de vegetacdo estdo dispostas em moaharnando cerraddes e florestas
estacionais nas “Cordilheiras”, campos Umidos @rssg, nas partes alagaveis e circulando

lagoas; cerrados e campos has partes intermedifrigedevo (Rodela et al. 2007).
Amostras:

Foram capturados 164 animais assim distribuidos: TABhomys pachyurysoito
Oecomys mamoraemMyrmecophag. tridactyla38 Cerdocyorthous doisEuphactusexcinctus

novelLeopardugardalis 55 Nasuanasuae duasPanthera onca.

Os animais foram capturados por meio de armadéhesntencdo quimica conforme as
recomendacdes do guia de captura, manuseio e ogidadh animais, aprovados pela sociedade
Americana de Mastozoologia (Animal Care and Userodee, 1998). A captura foi realizada
com licengca ambiental do Instituto Brasileiro do idMémbiente e de Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA): (16010-1) 6425591/33454426, 3(@D06) 0214.000540/2005-82,
(006/20007)  02038.000114/06-90,  (005/2007)  02018BR/2007-22,  (015/2007)
02014.000419/07-97, (003/2006) 0214.000540/2005-82.
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Para a captura dos roedoréspachyurugrato do campo)P. mamoragrato do campo)
e Xenarthad/. tridactyla (tamandua-bandeira)Ee sexcinctugtatu) foram utilizadas armadilhas
do tipo Sherman e Tomahawk dispostas em transectos. Os animais capturadasmfor
anestesiados para coleta de sangue por puncaaaa(diedores) e os demais por coleta na veia
cefalica ou safena.

A captura de carnivoros comld. nasua(quatis), C. thous (lobinho) e de espécies
solitarias, comd.. pardalis (jaguatirica),P. onca(onca pintada), foram feitas utilizando-se de
armadilhas do tipdomahawkOs animais foram anestesiados e coletado saagoedicionado
em tubos com e sem anticoagulante (EDTA) para gQhiterde soro e papa de hemaceas,
respectivamente.

Teste de Soroaglutinagdo Microscopica

A pesquisa de anticorpos aglutinantes anti-leptaspifoi efetuada pela reagdo de
soroaglutinacdo microscopica de acordo com ColestJal. (1973). Para o diagnoéstico foi
utilizada uma colecdo de antigenos vivos, reprapgeg de 19 sorogrupos deptospira
interrogans composta pelos sorovares: Icterohaemorrhagiaeper@ageni, Canicola,
Autumnalis, Pomona, Grippotyphosa, Hebdomadis, fiyolBratislava, Harjobovis e
Hardjoprajtino, Castellonis, Batavie, Whitcombi, r@pteri, Butembo, Javanica, Panama,
Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Patoc e Sentotn Aléssas foram utilizados antigenos
representando estirpes de leptospiras isoladagasil,Ble animais domésticos e silvestres (Fig.
1).

Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a parer 075 ul de papa de heméacia,
adicionando-se 25l de PROTEINASE K (20 mg/mL) e incubando-se a 62%Cminutos. A
seguir foram adicionados 230 de SDS 10% (Dodecil Sufato de Sédio), homogegéizgor
inversdo e incubacdo a 65°C/6 minutos. Foram atidos 400ul de cloroférmio, agitacéo
vigorosa em vortex, colocacdo de 2@l0da solucdo de precipitacdo protéica (3M C2H3KO2,
2M CH3COOH) e nova homogeneizagao. A amostra foirdagada por 1400¢3/10 minutos.

O sobrenadante foi colhido e tratado com p0@e etanol P.A. refrigerado e, em seguida,

homogeneizacdo por inversdo até formar um predipitaPosteriormente procedeu-se a
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centrifugacdo a 1406@/5 minutos. O sobrenadante foi descartado e det getmado foram
adicionados 500l de etanol 70%. Logo apdés, a amostra foi centaifiaga 1400€g/3 minutos e

0 sobrenadante descartado. O pellet foi seco empetatura ambiente e ressuspendido emql50
de Tris EDTA (10 mM Tris HCI pH 7,4, 1mM EDTA pH@®.e estocado a —20°C (Sambrook et

al. 1987).

Cédigo Espécie animal Instituicdo(cdes) Espécie Sorogrupo Sorovar
Identificaca de onde foi envolvidas no identificado* identificado
o] isolada isolamento
4-B (VPS) Gamba Instituto Biolégico L.santarosai Bataviae Brasiliensis**
(An 776 (D.marsupiali Séo Paulo — CDC
original) USA
M 7-87 Suino us VPS -FMVZUSP L.interrogans Pomona Pomona#
scrofg
M 4/98 Bufalo VPS- FMVZ USP L.santarosai Sejroe Guaricura#
(B.bubalig
M 9/99 Rato VPS FMVZ USP L.interrogans | Icterohaemorragiae] Copenhagenii
(R.norvegicup Fundacéo Parque #
Zoolégico S.Paulo
LO-1 Céao doméstico Universidade L.interrogans Canicola Canicola#
(C.familiaris) Estadual de Londrin
LO-4 Suino Bus Universidade L.interrogans Pomona Pomona#
scrofg Estadual de Londrin
LO 14 BovinoBos Universidade L.interrogans Canicola Canicola#
taurug Estadual de Londrin
2 ACAP Capivara VPS FMVZ USP L.santarosai Gripptyphosa Bananal#
(H.hidrochaeri3
M Carnivoro EMBRAPA VPS 2?7?27 2?2/
110/2006 silvestre FMVZ USP
(C.thous

* aglutinacdo cruzada com antisoro policlonal
**absor¢do de aglutininas.

# aglutinacéo com kit de anticorpos monoclonais

??? nao identificado

Fig.1. Estirpes de leptospiras isoladas de animasegundo cddigo de identificacdo, espécie animal dede foi
isolada, Instituicdo(¢Bes) que participaram do isaimento, espécie, sorogrupo e sorovar identificados
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Controle Positivo

O controle positivo foi obtido de uma cultura emionsemi-solido (Fletcher®) de
Leptospira interroganssorovar Hardjo(Hardjoprajitno) cedida pela Agéncia Estadual de
Defesa Sanitaria e Vegetal do Estado de Mato GrbsKul (IAGRO).

Desenho dos oligonucleotideos

O par de oligonucleotideos utilizado foi desenhselgundo Mérien et al. (1992), com a
amplificacdo de um produto de aproximadamente 38&spde bases, que corresponde a uma
regido conservada do gdsSda estrutura primaria deeptospiraspp. O oligonucleotideo A: 5’
GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3, corresponde a regido decleotideos 38 até 57 e o
oligonucleotideo B: 5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3, omsponde & regido do
nucleotideo 348 até 368. A especificidade do oligteotideo foi testada por Mérien et al.
(1992) utilizando varios organismos patogenicos aoi burgdoferiB 31, Borrelia hermsij
Treponema denticojaTreponema pallidumSpirochaeta aurantiaEscherichia coli, Shigella
flexneri, Salmonella enteritidis, Proteus mirahiliebisiella pneumoniae, Estreptococgrspo

D, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis
Amplificacdo dos genes pela técnica de PCR

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o par ligooucleotideo descrito acima, em
termociclador de gradiente (Eppendorf Mastercy@eadiente), com um volume final de 20 ul
contendo 2 pl de tampéo de PCR 10X (100 mM Tris-H€L8,5, 500 mM KCL), 1,5 mM de
MgCl,, 250 uM de cada dNTP, 0,02 U de taq DNA polimergsd®), 0,25 pmoles de cada
oligonucleotideo, e 1uL de DNA molde. Os produlesamplificacdo foram resolvidos por
eletroforese a 100 V por 1 hora, separados podgelgarose a 1%, corados com Syber Gold
(Ivitrogen®) e visualizados por meio do sistemacdptura de imagem X-ILP (Loccus®) com
transluminador sob luz ultravioleta. A sensibilidaahalitica da PCR empregada ja havia sido

previamente estimada em 280 ng/ul (Vieira et 80920
Clonagem dos Genes a partir do Produto de PCR

Para a clonagem dos fragmentos de DNA do ges® dos diferentes isolados de
Leptospiraspp foram adicionados em microtubos de 1,5 miylldo vetor pGEM-T Easy

(Promeg8), 3l do produto de PCR, l da enzima Ligase T4, ey de tamp&o da ligacéo.
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Apbs este procedimento foi realizado a transformaggizando célulag. coliTOP 10 F

quimicamente competente.

Os clones recombinantes foram selecionados em lnoeia-bertani (LB) agar contendo
100 pg/ml de ampicilina. A triagem das colbniasrializada através da utilizacdo do X-gal e

IPTG. Os clones recombinantes foram propagadoskitiguido com ampicilina.

Os plasmideos foram extraidos através da minipgepar de plasmideos segundo
Sambrook et al. (1987).

Sequenciamento

As amostras obtidas na minipreparacdo de plasmidiasn sequénciadas por meio do
método de Sanger, que emprega o0 didesoxi ou tedonies de cadeia, em sequenciador
automatico ABI 3100 de 16 capilares (Applied Bidsgss), segundo as recomendacgfes do
fabricante. As amostras foram sequenciadas comligenaocleotideos do gen&6S de L.
interroganse com o oligonucleotideos do vetor pGEM-T Easystgriormente analisada por
meio do Blast N, que consiste em uma busca haaidiésenvolvida para ser uma alternativa
mais rapida para comparar sequéncias. Esse progtaoapaz de comparar sequéncias de

nucleotideos contra um banco contendo milhares@géscias). (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
Andlise Filogenética
As amostras sequenciadas foram alinhadas com boagiiprograma Mega 4.0 (Tamura

et al. 2007). Os tamanhos das sequéncias varideah®6 a 246 pb. Os fragmentos analisados

neste trabalho n&o correspondem a sequéncia cendaefend 6SdelLeptospiraspp.

A arvore filogenética foi construida pelo método Meighbour-Joining (NJ), versao
simplificada do método de minima evolugcédo (ME), gtikza a distancia medida para corrigir 0s
varios acessos ao mesmo local (como o numero dstitsigbes de nucleotideos ou
animoacidos), o qual escolhe uma topologia mostranahenor valor da soma de todos os ramos

COMO uma estimativa correta da arvore.

Para a construcéo da arvore filogenética foranzatias sequéncias (Quadro 1) que estédo

disponivel no banco de dad@enBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gox
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Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada por meio dogmmaBioestat (Ayres et al. 2005)
utilizando o teste do Qui-quadadp@) com tabela de contingéncia 2 x 2, utilizandoegio de
Yates quando necessario e Odds Ratio (Ayeres 20@b). Os testes foram aplicados somente
nas amostras dé. thouse N. nasua para comparar os resultados positivos dos t&Ads e
PCR.

Quadro 1. Nimero de acesso nG@enBank de Leptsopira spp. correspondente, utilizado para a construg¢éoad
arvore filogenética para analise parcial do gen#6 S

N° de Acesso

Leptospira

AY714984.1 Leptonema illinillini

FJ154579 Leptospira borgpetersen@astellonis
AMO050569 Leptospira borgpetersentiiardjo (Hardjobovis)
FJ154600 Leptospira borgpetersenelavanica
FJ154595 Leptospira borgpeterseniiarassovi
FJ154593 Leptospira borgpetersenBejroe
FJ154580.1 Leptospira weiliiCelledoni

EU159692 Leptospira biflexdPatoc

FJ 154543.1 Leptospira interrogangutumnalis
FJ154557.1 Leptospita interrogansustralis
DQ991469.1 Leptospira interrogan8ataviae
AMO050586.1 Leptospira interrogan8ratislava
DQ991472.1 Leptospira interrogan€anicola
AY996790.2 Leptospira interrogan€openhageni
AMO050570 Leptospira interrogansiebdomandis
AY996796.1 Leptospira interrogansiardjo( Hardjoprajitno)
FJ154549.1 Leptospira interrogarcterohaemorrhagiae
FJ154544.1 Leptospira interrogan®omona
FJ154552.1 Leptospira interrogan®yrogenes
EUA497661 Leptospia interrogangVolffi

DQ 991478.1 Leptospira kirschneriButembo
AY631895.1 Leptospira kirschnerCynopteri

FJ 154572.1 Leptospira kirschnerGrippotyphosa
FJ154582.1 Leptospira noguchiPanaméa

FJ154580.1 Leptospira weiliiCelledoni

AY631883 Leptospira santarosaéhermani
AY293856.1 Turneriella parvaparva
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RESULTADOS

A frequéncia de animais sorologicamente positivasa @ Leptospira foi de 22,97% de
animais reagentes positivos (Quadro 2). O numercedebes aproveitadas foi de 24 e as de
variantes sorolégicas mais provaveis observadasmfdiardjobovis (28%), Icterohemorhagie
(12%), isolado 110/2006 (16%), Canicola (isoladd4.@eBos tauru} (4 %), Wthicombi (4%),
Pomona (20%), Autumnalis (12%) e Copenhageni (@0sl9/99 deRattus novergicys(4%)
(Quadro 3).

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

apresentaram um fragmento de aproximadamente 3Bigl?),

Quadro 2. Niamero de animais examinados, porcentagede reagentes no teste de SAM e positivos ha PCR
% Reagentes SAM  Examinados PCR %Reagente PCR

Animais Examinados SAM
T. pachyurus 49/5 10,2 132 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 79121 26,58
=
-
a d
W
1.000—— - 4
L L]
! =330 pb
300 —» ™

100 —

Fig. 2. Resultado da PCR em gel de agarose 1% padeteccdo deleptospira spp. em mamiferos silvestres
utilizando uma sequéncia parcial do gen&6S. PB (marcados de pares de bases 1 Kb plus Ivitreg®), 1 {T.
panchyurus positivo), 2 (T. panchyurus positivo), 3 . onca negativo), 4 P. onca negativo), 5 [. 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 (\. nasua positivo), 14 (. nasua negativo) e
C+ (controle positivoL. interrogans sorovar Hardjoprajitno.
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Quadro 3. Reagdes aproveitadas e o percentual dariantes soroldgicas mais provaveis no SAM

ESPECIE

E. L. M. N. O. T. Tota
N° de reagentes C. thous sexcinctus  pardalis tridactyla nasua mamorae pachyurus |
Animais 13 0 1 0 15 0 5 34
Mais provaveis 10 0 1 0 13 0 1 25
SOROVAR Sorovares mais provaveis (%)
Hardjobovis 50 nr** nr*x nr** 15,37 nrx** nrxx*
Icterohaemorrhagiae nr nr** 100 nr*x 7,7 nr*x 100
Grippotyphosa nr nrx* nrrx* nrr** Nr nrrx* nrex*
110/2006 10 nr** nre** nre** 23,07 nrx** nre*=*
Lol4 10 nre** nre** nre** nr nre** nrex*
Wthicombi 10 nr** nr*x nr** nr*x nrx** nrex*
Pomona 10 nrx* nrrx* nrr** 38,46 nrex* nrr**
Autumnalis 10 nr** nr*x nr** 7,7 nr** nr*x
Australis nrxe* nrxx* nrr** Nr nrxx* nrr** nrr**
Bratislava nr nrx* nrrx* nrrx* nr nrrx* nrex*
Cynopteri nr nre** nre** nre** nr nre** nre**
Copenhageni nr nr** nr*x nr** nr nr*x nrx**
M9/99 nr nrx* nrrx* nrr** 7,7 nrr** nrrx*
GR6 nr nrx* nrrx* nrr** nr nrrx* nrex*
LO4 nr nre** nre** nre** nr nre** nre**
Castellonis nr nrx* nrxx* nrrx* nrxx* nrrx* nrr**
Pyrogenes nr nre** nre** nre** nre** nre** nre**
LO1 nr nr** nre** nre** nr nre** nr**
5M7/87 nr nr** nre** nre** nr nre** nr**
2 ACAP nrrx* nrr** nrr** nrex* nr nrex* nrr**
Tarassovi nrex* nrex* nrex* nre** nre** nre** nr
Hardjpretjitno nrx** nrxx* nrx** nre** nrr** nrrx* nr
Wollfi nrr** nrr** nrr** nrr** nrr** nrr** nr

* nimero de reacdes aproveitadas, sendo desconsidéas aquelas com titulo mais alto idéntico para deiou mais

sorovares

** percentual de reagfes por sorovar, considerandapenas 0s reagentes mais provaveis

*** nr: ndo reagente
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O par de oligonucleotideos utilizados amplificodds os sorovares utilizados na bateria
de SAM (Fig. 3) e a sensibilidade analitica da&eate PCR foi de 280 fg/ul da concentracéo de
DNA do controle positivo. Foi possivel visualizaarilla, em gel de agarose a 1% corado com

Syber Gold, quando o DNA foi diluido até 121(Fig. 4).

Fig. 3. Resultado da PCR em gel de agarose 1% pasiadeteccdo dé_eptospira spp das culturas deleptospira
em meio liquido, utilizadas na bateria SAM. PM (macador 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; M™M7/87 -Suino; 8-Whitcombi; 9-Cynopteri; 10-
Grippotyphosa; 11-Hebdomadis; 12-Icterohaemorrhagia; 13-M4/98-Bubalino; 14-Copenhageni; 15-
Javanica; 16-M999 Rato-Rattus norvergicus; 17-Paman 18-Pomona; 19-Pyrogenes; 20-Hardjoprajitno; 21-
Hardjobovis.

Pb 1 2 3 4 5 6 7

1.000

300 =330pb

100 @ —»

Fig. 4. Resultado da PCR em gel de agarose 1% daui§éo seriada do DNA controle positivo até 1:10
Linha 1: Pb (marcado de pares de base 1Kb plus Invbgen®), Linha 2 a 7: 10' — 10”(diluicdo seriada do
controle positivo na base 10).
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As amostras positivas dé. thous 21 e 39 foram clonadas e sequenciadas. Apés o
sequenciamento, foi realizado o alinhamento coniliawo programa Mega 4.0 (Tamura et al.
2007) para se obter a sequéncia consenso, estaadaapor meio do Blast N. Os resultados
indicaram que o isolad@.thous21 teve 99% de identidade (1e-121) donmterroganssorovar
Copenhageni (Fig. 5), numero de acess@GproBankFJ154569.1 e o isolad®. thous39 teve
97% de identidade(1le-69 ) coln interrogans sorovar Sejroe (Fig. 6), niumero de acesso
FJ154558.1.

FJ154569.1L eptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Wijinberdl6S ribossomal RNA gene,
sequéncia parcial. 99% de identidade e 1e-121
Queryl AGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTAAGPGTGGGTAATCTTCCTCTGA 60

RO T AR
Shjct 18 AGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACGGGTGAGTAAGBGTGGGTAATCTTCCTCTGA 77

Query 61 GTCTAGGATAACCTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGTCCCGAGAGATCATAAGAT

120

LRI R
Shjct 78 GTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATGTCCCGAGAGATCATAAGAT
137

Query 121 TTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCEILGATTAGCTAGTTGGTGAG

180
(HTTTEIDTERREE AR
Sbjct 138 TTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCEICGATTAGCTAGTTGGTGAG 197

Query 181 GTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGGGTGTTCGGCCACAATGG

240

TR T TR
Shjct 198 GTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGGGTGTTCGGCCACAATGG
257

Query 241 AACTGA 246

(1111
Shjct 258 AACTGA 263

Fig. 5 - Identidade no Blast N, sequéncia parcialalgenel6S, do isolado deC. thous 21 comL. interrogans
Copehnageni.
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FJ154558.1Leptospira interrogans sorovar Sejroe cepa 37036S ribossomal RNA gene, sequéncia parcial.
97% de identidade 1e-69.

Query6 GCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAACAATACTAGCGGCGAACGGGTGAGTA

65
TR TR
Shjct 3 GCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTAGCGGCGAACGGGTGAGTA 62

Query 66 ACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTAGGATAACCTTGEAAAGGGAAGCTAATACTGG

125
IFTPEDNATSERDEALCELY TR
Shjct 63 ACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTGEAAAGGGAAGCTAATACTGG 122

Query 126 ATGGTCCCGAGAGATCATAAGATTTTTCGGGAAAAGATIL63

IO T
Sbjct 123 ATGGTCCCGAGAGATCATAAGATTTTTCGGGTAAAGAT160

Fig. 6. Identidade no Blast N, sequéncia parcialalgenel6S, do isolado deC. thous 39 comL. interrogans
Serjroe.

Com os resultado apresentados foi construida agflogenética, pelo alinhamento de
sequéncias parciais do geb@Sdepositadas nGenBank pelo método de Neighbour-Joining.
Apés a separacdo deeptospira biflexapatoc, Leptonema ilinnilllini e Tuneria parvaParva,
utilizadas comoout group (Morey et al. 2006) obteve-se um grande grupo éasospiras
patogénicas. Os isolados @ethousficaram dentro do grupo deeptospira interrogangFig. 7).
Os isolados de&.thousndo apresentam diferenca quanto a topologia dodgrgrupo de..
interrogans, poisestdo dentro do mesmo clado, significando ques estiio muito proximos de

L. interrrogans

Com relagédo aos testes utilizados foram comparado®nte os resultados @ethous
(x2= 0,244; p=0,6217 e OR= 1,500; p= 0,934%® 8). nasua(x2= 1,497; p= 0,2211 e OR= 3,333;
p= 1,45 ndo sendo evidenciada diferenca significativantua detec¢cdo de animais infectados

guando utilizada a PCR ou a SAM.
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27 r'_ep!u.‘»p."ra wsuladu Cthows 21

Leptospirasolado O fhous 39
Leptospiraimterrogans Bratislava

Lepfaspirainferragans Copenhagend
Lepfospira interrogans Autunmalis
Leptospiraimterrogans Hebdom andis
Lepfospira inferrogans 3yjroe
Leptospiramterrogans Canicola

—  Lepfaspirainterrogans Australis
Leptospirainferrogans Pomona
Leptozpirainferrogans Hardjoprajitne

19 Lepfospirainterrogans Lolerohaem ontha gae
Leptospiraimterrogans Pyrogenes

Leptospirainferrogans B atavias
Vleptospira krschneri Butnmbo
Leptospira Jrschyeri Cymopten

|

Lepfaspira rvschamery Guppotyphosa
' Leptospiranoguchit Panama
_ Lepfospira weilii Clledoru

Lepfospira borgorfersenii Castelloris

94 Leprospira borgpriersen¥ Javanica

~| Lepfospira borgpriersenii Hardjobavis

5 Lepfospira borgprierseniy Tarassovi
4

— Leptospiva santaycsal Shewn and

Af

Leptospirayterrogans Waolffi

Leptonemaillivg 1 llirn

Turnerizgllaparva Parva

Lepfospira biflexa

Fig. 7 - Filogenia deleptospira ssp. construida a partir do alinhamento de sequéras parciais do gende6sS.
Método utilizado foi o de Neighbour-Joining. O supde de cada clado foi determinado por 100800tsprap
indicando o valor dos nés internos (%).

DISCUSSAO
Os dados apresentados demonstraram g aasuae 0sC.thoussédo as espécies que
apresentam maior frequéncia de reacdes positivad pptospiraspp., qualquer que seja o teste
diagnostico utilizado, SAM ou PCR.

Como ja foi demonstrado em outro trabalho e cormosytatdogenos (Herrera et al. 2008)

o N. nasuapode ser um potencial reservatério de doencasambaRal, além de apresentar
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grande densidade nessa regido (1.5 individuo§/Kmabitando todos os biomas. O mesmo pode
ocorrer com dC. thous,que € a espécie mais avistada na regiao (Silva 20@4). Por outro
lado, tanto oC. thousquanto oN. nasuasdo carnivoros e estdo no topo da cadeia alimentar
regulando as populacbes de suas presas e dessa, fofitnenciando toda dinamica do

ecossistema em que vivem (CENAP 2004).

Existe uma suposicdbaseada no paradigma de que necessaribnuiar de densidade de
uma espécie para o estabelecimento e persisténciaa doenca, que a escala de transmissao da
mesma tem relacdo direta e positiva com a abural&eiespécie hospedeira no ecossistema
(Kermack & McKendrick, Anderson & May, 1979; May &nderson, 1979). Nesse contexto,
tanto oN. nasuaguanto oC. thouspodem ser consideradas espécies-chave na epidgraida
Leptospirose no ecossistema estudado. Pelo fatwader sobreposicdo das duas espécies na
mesma area de uso isto poderia explicar a freqaé@etieptospiraspp. entre o€. thouse N.
Nasua. Se considerarmos, também que, tant@ .oouscomo osN. nasuabuscam alimento no
mesmo ambiente (Costa et al. 2006) e se localizamegjides preferencialmente de lagoas e
campos inundaveis (Rocha 2006) a transmissao podstar ocorrendo por meio do alimento e
da agua contaminada.

Em animais onivoros e oportunistas comdl.onasuae C. thous a area de uso esta
bastante relacionada a dieta e de acordo com anilsipdade de alimento que a mesma oferece
gualitativa ou quantitativamente, para atenderegessidades das populacdes daquelas espécies
(Juarez & Marinho-Filho 2002, Gompper 1995, Bist1286).

O sorovar mais provavel na espéCi¢ghousfoi o Hardjobovis com 50% e na espébie
nasuao sorovar Pomona com 38,46%. A literatura idesdifque o sorovar Hardjobovis tem
como hospedeiro natural os bovinos (Faine et &9)18 como hospedeiro acidental os ovinos e
o homem (Radostits et al. 2000) e nesse traballseraédmos que o€. thoussdo também
provaveis hospedeiros acidentais desse sorovawm. skirovar Pomona tem como hospedeiro
natural osSus dometicysMerphitis mephitis,Procyon cancrivoruse Didelphis sp. e como

hospedeiro acidental o bovino e o ovino (Radostitd. 2000).

Neste estudo, foi possivel verificar que ambas sg@a@esC. thouse N. nasuasao
hospedeiros acidentais para o sorvar HardjoboWweraona respectivamente e provavelmente
poderiam desenvolver a doenca apresentando queldtz®s e até morte dos animais além de
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disseminar o agente nas areas habitadas. No |levanta realizado por Proenca (2007) foram
amostrados sete individuos @& thousde vida livre que habitavam a regido da Estacao
Ecolégica de Aguas Emendadas, DF, ndo tendo sitkctddo nenhum animal portador de

anticoros antiteptospiraspp., por meio da técnica de SAM.

Nesse levantamento foi observada uma frequéncamid®ais positivos para a Leptospira
spp. de 34,21% (38/13) por meio da SAM e 38,46%l(DGor meio da PCR, e esses resultados
se aproximam ao observado por Souza-Junior @06, no estado de Tocantins, onde 20% de
C.thous,e 12.9% deN. nasuaapresentaram anticorpos para o agente. No mesmaotéauento
nenhumE. sexcinctuspresentou anticorpos pataptospiraspp., no entanto, o levantamento
realizado no Tocantins apontou para a deteccaouttesoos sorovares como Fluminense e
Javanica par8l. nasuae Fluminense e Brasiliense p&athous.Girio et al. (2003) testou nove
N. nasuana mesma regido desse estudo, ndo encontrandoamedds animais reagentes para
Leptospiraspp.

Silva et al. (2008) realizou um estudo com 38 ifdilies deEuphactussp, de varias
espeécies, sendo trés da espégiesexcinctus Dos 38 espécimes examinados foi possivel
diagnosticar por meio de SAM, quatro animais pes#tipara_eptospira sppsendo que destes,
apenas um animé#bi da espécid. sexcinctugiue apresentou reacdo positiva para o sorovar

Hardjo e os demais reagiram com os sorovares AwdlisniGrippotyphosa e Patoc.

Miranda (2008) realizou uma coleta em 21 individdestamandua-bandeira de vida
livre, detectando, no teste SAM, 57% (12/21) damais reagentes. Dentre esses, seis dos
animais positivos provinham da regiao do Pantaedfldto Grosso (Reserva do SESC Pantanal)
e trés foram reagentes aos sorovares Icterohaggra@yadutumnalis, Bataviae e Shermani. No
presente estudo apenas um tamandua-bandeira foradp e ndo reagiu com nenhum sorovar,

sendo a amostra muito pequena para embasar quatmensao.

Apesar dos roedores domeésticos serem 0s prindiaismissores e reservatérios para
leptospirose em humanos ou no meio urbanoTepachyurudoi detectada uma frequéncia de
10,2% (SAM) e 15,38% (PCR) com um titulo igual ®16onsiderado ponto de corte para uma
reacao positiva. Com relacdo a isso, temos quedsyas que os roedores sao reservatorios mais
adaptados e por isso podem ndo ter apresentado télitns no SAM, entretanto, quando

comparamos os resultados da PCR, dois animais edgemtes na prova de SAM foram
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positivos, o que é bastante justificado uma vez @jiRCR, realizada em amostra de sangue
detecta o agente em sua fase de bacteremia e ad8fedta a presenca de anticorpos, em fase
posterior a essa. Dentre o sorovar mais provasté e Icterohaemorragiae, para o qual os
roedores sdo considerados reservatorios, sendodguexistem trabalhos solreptospiraspp
infectandoT. pachyurus embora isto altamente provavel de ocorrer nodPaht ecossistema

gue reune todas as condi¢des ecoldgicas para naaetéermidade de forma endémica.

Os sorovares mais provaveis infectando os carrgvimam o Hardjobovis, Pomona e
Icterohaemorragiae, porém este Ultimo apareceu rgengn uml. leopardis que foi o Unico
individuo positivo para_eptospiraspp. Baixos titulos sorolégicos apresentados panas
silvestres ndo devem ser conclusivos para atribua condicdo ao animal de néo infectado pois
0 ponto de corte de um teste pode variar conforespécie a a resposta dessa ao agente que esta
sendo pesquisado (Herrera et al. 2008), significaque as freqiéncias de animais portadores

muitas vezes detectadas podem, eventualmente sabestimadas.

Do espécime deCerdocyn thousidentificado como % 39 foi previamente isolado
Leptosopiraspp. (Delbem 2006, Comunicacdo pessos#hdo que este foi o primeiro isolado
obtido de amostra de sangue de animal silvesti@amtanal, entretanto a amostra esta em fase
de caracterizacdo e o sorovar a qual pertence aifdafoi identicado. Nesse trabalho foi
realizada a sorologia e a PCR de amostras desaédim e 0 sorovar mais provavel foi o
Hardjobovis, com titulo de 1600 sendo também pasitirente a reacdo de PCR. Sua
caracterizacdo genética total ainda ndo estad doiaclmmas pela analise parcial do gasS
obtido no nosso estudo com sequéncias depositarl&enBanckpodemos sugerir que este
isolado possui maior identidade 97% (1e-69) daptospira interrogansorovar Sejroe cepa
3705, numero de acesso FJ154558.1. O sorovar Wandfoe Sejroe pertencem ao mesmo
sorogrupo (Sejroe), entretanto somente o sorovadjblavis estava presente na bateria de

antigenos empregada no teste de SAM.

O antigeno denominado “isolado 110/2006€" (hous— Pantanal) foi produzido com o
isolado obtido dcC. thous39, em pesquisa anterior, e incluido na baterlezada na SAM.
Quando as amostras de soro foram testadas parsess®d, 10% do€. thous(1/10) e 23,07%

dosN. nasua(3/13) foram reagentes, sendo esse 0 sorovar maiael o que indica que esta
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amostra esta circulando no ambiente estudado eisdgeque essas duas espécies estejam

relacionadas na cadeia de transmissao da leptespiro

Até o presente momento, ndo existe relato de nertrafmalho utilizando a técnica de
PCR como método de deteccdo do patdgenos do gémeptospiraspp. para as espécies
estudadas, entretanto os oligonucleotideos empwega haviam sido utilizados anteriormente
(Scarcelli et al. 2003) para deteccad_dptospiraspp. em urina e rim déebus apellgmacaco-
prego). No presente estudo foi demonstrado queilizagio da PCR para a deteccao de
Leptospiraspp. em sangue pode ser uma alternativa parantfickecdo de portadores silvestres
do agente, facilitando o diagnostico rapido da daeam individuos na fase de bacteremia, o que
em animais de cativeiro pode servir para embasadidas curativas visando debelar

precocemente a doenca e impedindo a morte dos ianjmeta leptospirose.
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APENDICES

Apéndice A

Identificacdo dos individuos da espédienasuasubmetidos aos testes de PCR e SAM
paralLeptospira spge os resultados encontrados

N.nasua PCR SAM
8 Positivo Reagente
9 Negativo Reagente
19 Positivo nao reagente
21 Negativo nao reagente
24 Negativo nao reagente
26 Positivo Reagente
27 Negativo nao reagente
30 Negativo Reagente
31 Positivo Reagente
34 Negativo Reagente
41 Negativo nao reagente
42 Negativo nao reagente
43 Negativo nao reagente
45 Negativo nao reagente
46 Negativo nao reagente
47 Negativo Reagente
49 Positivo Reagente
50 Negativo Reagente
51 Negativo Reagente
52 Negativo nao reagente
53 Positivo nao reagente
54 Negativo nao reagente
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Apéndice B

Sorogrupo, sorovar mais provavel das reacdes apades e titulacdo no teste de SAM
paralLeptospira spgem individuos da espédie nasua

N.nasua Sorogrupo Sorovar Titulagdo
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 Icterohaemorrhagiadécterohaemorrhagiae 400

38 Pomona Pomona 3200
47 Autumnalis autumnalis 800
49 Pomona pomona 400
50 Pomona pomona 400

Apéndice C

Sorogrupo, sorovar mais provavel das reacoes apadas e titulagdo no teste de SAM
paralLeptospira spgem individuos da espédie thous

C.thous Sorogrupo Sorovar Titulagcao

2 Autumnalis autumnalis 400

3 Celledoni witcombi 400

7 Sejroe hardjobovis 800
13 isolado 110/2006 200
21 isolado LO14 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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Apéndice D

Identificacdo dos individuos da espéCiethousgque foram submetidos aos testes de PCR
e SAM pard_eptospira spge os resultados encontrados

C. thous PCR Sorologia
2 Negativo Reagente
3 Negativo Reagente
4 Negativo N&o reagente
5 Negativo Reagente
6 Negativo Reagente
7 Negativo Reagente
9 Positivo N&o reagente
11 Negativo N&o reagente
12 Positivo N&o reagente
13 Positivo Reagente
14 Positivo N&o reagente
15 Negativo N&o reagente
16 Positivo Reagente
17 Positivo Reagente
20 Positivo N&o reagente
21 Positivo Reagente
22 Positivo Reagente
25 Positivo N&o reagente
26 Negativo N&o reagente
27 Negativo N&o reagente
28 Negativo N&o reagente
29 Negativo N&o reagente
30 Negativo Reagente
37 Negativo N&o reagente
38 Negativo N&o reagente
39 Positivo Reagente
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Apéndice E

Identificacdo dos individuos da espétigpanchyurugjue foram submetidos aos testes
de PCR e SAM parkeptospira spge os resultados encontrados

T.
panchyurus PCR Sorologia

6 Negativo nao reagente
14 Positivo nao reagente
15 Negativo nao reagente
17 Negativo nao reagente
20 Negativo nao reagente
22 Negativo nao reagente
24 Positivo nao reagente
27 Negativo nao reagente
31 Negativo nao reagente
32 Negativo nao reagente
35 Negativo nao reagente
36 Negativo nao reagente
39 Negativo nao reagente

Apéndice F

Sorogrupo, sorovar mais provavel das reacdes apadas e titulagdo no teste de SAM
dosO. bezoarticus.

O. bezoarticus Sorogrupo Sorovar Titulacéo
5 Autumnalis butembo 100
36 Pomona Pomona 100
38 Pomona Pomona 200
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Apéndice G

Identificacdo dos individuos da espéQiebezoarticugjue foram submetidos aos testes
de PCR e SAM para Leptospira spp. e os resultatamnéados

0.

bezoarticus PCR Sorologia O. bezoarticus PCR Sorologia
1 Negativo nao reagente 25 Negativo nao reagente
2 Positivo nao reagente 26 Negativo nao reagente
3 Negativo nao reagente 27 Negativo nao reagente
4 Negativo Reagente 28 Negativo nao reagente
5 Negativo nao reagente 29 Negativo nao reagente
6 Negativo nao reagente 30 Negativo nao reagente
7 Negativo nao reagente 31 Positivo nao reagente
8 Negativo nao reagente 32 Negativo nao reagente
9 Negativo nao reagente 33 Negativo nao reagente
10 Negativo nao reagente 34 Negativo nao reagente
11 Negativo nao reagente 35 Negativo nao reagente
12 Negativo nao reagente 36 Negativo Reagente
13 Negativo nao reagente 37 Negativo nao reagente
14 Negativo nao reagente 38 Negativo Reagente
15 Negativo nao reagente 39 Negativo nao reagente
16 Negativo nao reagente 40 Negativo nao reagente
17 Negativo nao reagente 41 Negativo nao reagente
18 Negativo nao reagente 42 Negativo nao reagente
19 Negativo nao reagente 43 Negativo nao reagente
20 Negativo nao reagente 44 Negativo nao reagente
21 Negativo nao reagente 45 Negativo nao reagente
22 Negativo nao reagente 46 Negativo nao reagente
23 Negativo nao reagente 47 Negativo nao reagente
24 Negativo nao reagente
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