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Pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp. em animais silvestres e em estado feral da
regido de Nhecolandia, Mato Grosso do Sul, Brasil. Utilizagdo da técnica de imuno-
histoquimica para deteccdo do agente:

Investigation of antibodies to Leptospira spp. in wild and feral animals from the region of Nhecolandia, Mato
Grosso do Sul, Brazil. Use of the immunohistochemistry technique for the agent detection
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RESUMO

Foram examinadas 315 amostras de soros
sanguineos de diversas espécies de animais que vivem em
estado feral ou silvestre na regido de Nhecolandia, Corumba,
MS, por meio da prova de soroaglutinagdo microscopica
para leptospirose. Dessas amostras, 67 foram de bois baguas
(Bos taurus indicus), 39 de porcos-monteiros (Sus scrofa), 39
de bufalos (Bubalus bubalis), nove de quatis (Nasua nasua),
41 de veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus), 10 de
veados-mateiros (Mazama americana) e 110 amostras de
ovinos (Ovis aries). Em 12 animais que vieram a 6bito, seis
porcos-monteiros, quatro veados-campeiros e dois ovinos,
foram realizadas tentativas de isolamento de leptospira do
figado e dos rins por cultura em meio semi-sélido. Fragmentos
desses 6rgdos foram submetidos a exame histopatologico e
também a exame para deteccdo das leptospiras pela técnica
de imuno-histoquimica. Os resultados dos exames soroldgicos
mostraram que 64 (20,3%) das amostras foram reagentes
para pelo menos um sorovar de leptospira patogénica; foram
reagentes 41,0% das amostras de bufalos, 40,3% das de
bois baguds, 17,9% das de porcos-monteiros, 9% das de
ovinos e 9,7% das amostras de veados-campeiros; nenhuma
das amostras de veados-mateiros e de quatis foi reagente. Os
sorovares mais freqlientes foram: pomona, para bufalos e
ovinos; icterohaemorrhagiae, para ovinos, veados-campeiros
e suinos; e copenhageni, para veados-campeiros e suinos. As
tentativas de isolamento dos rins e figados foram todas
negativas, e pela técnica da imuno-histoquimica foi detectada
leptospira no figado de um porco-monteiro. As principais
alteracdes estruturais, encontradas nos rins de dois veados-
campeiros e de um porco-monteiro, foram infiltrados
inflamatérios intersticial com congestdo associada a
hemorragias.
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ABSTRACT

Three hundred and fifteen serum samples of
several animal species living in wild or in feral state in the
area of Nhecolandia, Corumba, MS, Brazil, were examined
by the microscopic agglutination test. Of these samples, 67
were of feral bovine (Bos taurus indicus), 39 of feral pigs (Sus
scrofa), 39 of buffaloes (Bubalus bubalis), nine of coatis
(Nasua nasua), 41 of pampas deer (Ozotoceros bezoarticus),
10 of brocket deer (Mazama americana) and 110 of feral
sheep (Ovis aries). In 12 dead animals (six feral pigs, four
pampas deer and two feral sheep), isolation attempts and
leptospira identification through the immunohistochemistry
were accomplished. Sixty-four (20.3%) of the samples reacted
to at least one serovar of pathogenic leptospira; 41.0% of the
buffaloes, 40.3% of the feral bovine, 17.9% of the feral pigs,
9% of the feral sheep, and 9.7% of the pampas deer serum
samples were reactors. All the serum samples of brocket deer
and of coatis were not reactors. The most frequent serovars
for the studied animal species were: pomona for buffaloes
and feral sheep; icterohaemorrhagiae for feral sheep, pampas
deer and feral pigs; and copenhageni for pampas deer and
feral pigs. The attempts of leptospira isolation resulted
negative, and the immunohistochemistry analysis revealed
leptospira in the liver of one feral pig. Microscopic
examination of the kidney revealed vascular congestion,
hemorrhage and infiltration of mononuclear inflammatory
cells in the interstice.

Key words: leptospirosis, wild animals, feral animals, serology,
immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

A leptospirose acomete, praticamente, todos
0s animais domésticos, silvestres e o homem,
provocando ou ndo a manifestacdo de sintomas.
Animais de muitas espécies domésticas, bem como a
maioria das espécies silvestres, podem tornar-se
portadores e contribuirem para a disseminacdo do
microrganismo na natureza. A eliminacéo da leptospira
pela urina dos portadores ocorre por periodos de tempo
que podem variar de poucas semanas a Varios meses,
entre os animais domeésticos, e por toda vida no caso
dos roedores (WEBSTER etal., 1995).

WANYANGU et al. (1987) encontraram, no
Quénia, 15,5% de bufalos selvagens (Syncerus caffer)
reagentes; os sorovares icterohemorrhagiae e
canicola foram considerados os mais freqiientes. Em
bufalos (S. caffer) da Africa do Sul, MYBURGH etal.
(1990) encontraram 1,7% de reagentes aos sorovares
tarassovi e hardjo. CHAUDHRY etal. (1996) verificaram
que 16% das amostras de soro sangiiineo de bufalos
(Bubalus bubalis) da area rural do distrito de
Shekhupura (Paquistdo) foram reagentes contra os
sorovares icterohaemorrhagiae e mini.

VASCONCELLOS etal. (1997) examinaram
soros bovinos de diversos estados e verificaram que,
no Estado do Mato Grosso do Sul, 70,5% das amostras
foram reagentes; o sorovar hardjo foi o predominante.

Em suinos selvagens da Australia, PAVLOV
(1991) encontrou prevaléncias de 2% a 23% de
reagentes para o sorovar pomona em sete regides
estudadas no Norte de Queensland, e MASON et al.
(1998) observaram que 20% de suinos abatidos por
cagadores em New South Wales apresentaram titulos
soroldgicos >1/50 para leptospira, a grande maioria
contra o sorovar pomona.

Embora alguns trabalhos de pesquisa sobre
a leptospirose em animais silvestres tenham sido
realizados nas Américas, no Brasil a enfermidade ainda
é pouco estudada nas espécies nativas da fauna de
cada regido, deixando uma possivel lacuna no estudo
da cadeia epidemioldgica, o que dificulta a elaboracgao
de planos estratégicos de controle dessa doenga em
regides com grande densidade de animais, matas e rios.

Pesquisas tém demonstrado a distribuicéo
da leptospirose em varias espécies de cervideos, em
diferentes paises. Nos Estados Unidos da Ameérica,
INGEBRIGTSEN et al. (1986) verificaram que 3% de
soros de cervos-do-rabo-branco (Odocoileus
virginianus) no Estado de Minnesota foram reagentes
contra variantes sorolégicas de leptospiras
patogénicas; GOYAL et al. (1992) observaram, nessa
mesma espécie e no mesmo estado americano, que 43%

foram reagentes contra 0s sorovares bratislava e
pomona. NEW et al. (1993), no Estado do Tennessee,
encontraram, em cervos dessa mesma espécie,
freqiiéncias de 8% a 28% de reagentes contra 0s
sorovares hardjo, pomona e icterohaemorrhagiae.

No Brasil, MATHIAS et al. (1999) realizaram
um levantamento soroldgico para leptospirose em
veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus) do
Pantanal Mato-grossense, MS, e do Parque Nacional
de Emas, GO; 24% das amostras do Pantanal Mato-
grossense foram reagentes, contra os sorovares hardjo,
wolffi ou mini, e nenhuma amostra do Parque Nacional
de Emas foi reagente.

Considerando a escassez de dados no Brasil,
o0 presente trabalho teve como objetivo pesquisar a
ocorréncia de titulos de anticorpos contra variantes
soroldgicas de leptospiras em animais domésticos que
vivem em estado feral e em algumas espécies de animais
silvestres brasileiras como quati (Nasua nasua), veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) e veado-mateiro
(Mazama americana) capturados no Pantanal Mato-
grossense.

MATERIALE METODOS

Amostras

Foram colhidas 315 amostras de sangue dos
seguintes animais: 67 amostras de boi bagua (Bos
taurus indicus), 39 amostras de porco-monteiro (Sus
scrofa), 39 amostras de bufalos (Bubalus bubalis),
nove amostras de quati (Nasua nasua), 41 amostras
de veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), 10
amostras de veado-mateiro (Mazama americana) e
110 amostras de ovinos (Ovis aries). Todos esses
animais foram capturados pelos técnicos do
Departamento de Inspegdo e Defesa Agropecuaria do
Mato Grosso do Sul na regido de Nhecolandia,
municipio de Corumba, no Estado do Mato Grosso do
Sul. Dos 315 animais capturados, 12 morreram por
motivos variados, como estresse, fraturas e
traumatismos cranianos. Desses animais, foram
retirados rins e figados para pesquisar a presenga de
leptospiras. Foram obtidos 6rgdos dos seguintes
animais: seis porcos-monteiros, quatro veados-
campeiros e dois ovinos.

Pesquisa de anticorpos no soro sangiiineo

Os soros sangliineos foram testados pela
prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM),
realizada segundo as recomendacBes de SANTA
ROSA (1970), contra 24 sorovares de Leptospira:
australis, bratislava, autumnalis, butembo,
castellonis, canicola, whitcombi, cynopteri,
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grippotyphosa, hebdomadis, copenhageni,
icterohaemorrhagiae, javanica, panama, pomona,
pyrogenes, hardjo, wolffi, shermani, mini, andamana,
patoc, buenos aires e sentot.

Os sorovares de leptospira foram repicados
semanalmente, em meio liquido EMJH (Difco), tendo
como in6culo 10% do volume do meio. Foram utilizados
apenas cultivos puros, isentos de contaminacdo, livres
de auto-aglutinagdo, com cinco a sete dias de
crescimento e, por estimativa de densidade, contendo
cercade 100 a 200 leptospiras por campo microscopico.

As amostras de soros foram diluidas em
solucdo tamponada de Sorénsen, inicialmente na
diluigdo 1/100, para triagem. Foi considerado reagente
0 soro com 50% de aglutinagcdo. As amostras reagentes
na triagem foram reexaminadas até sete dilui¢cdes
seriadas de raz&o dois. O titulo do soro foi considerado
a reciproca da sua maior diluicdo a apresentar 50% de
aglutinacéo.

A leitura das reagfes foi realizada em
microscopio de campo escuro apés a incubacao da
mistura soro-antigeno por trés horas em temperatura
de 28°C.

Tentativa de isolamento de leptospira

Fragmentos dos rins dos 12 animais mortos
foram triturados e macerados, separadamente, em
solucéo salina tamponada de Sérensen esterilizada, na
concentracdo de 10% do volume. Em seguida foram
preparadas duas dilui¢Ges seriadas de razéo dez, de tal
modo a serem obtidas as concentracgdes finais de 10%,
1% e 0,1%. Cada uma dessas concentragdes foi semeada
em tubo de Fletcher normal e em outro acrescido de 5-
fluorouracil (Hoffman-Roche) na concentrag&o final de
100 pg/mL. O volume de inéculo por tubo de meio foi de
0,1 mL (FAINE, 1982).

Técnica anatomopatoldgica

Os fragmentos de figado e rins foram fixados
em suspensao de formalina tamponada a 10%, incluidos
em blocos de parafina, cortados a 7 um de espessura e
a seguir foram corados pela técnica de HE, segundo
BEHMERetal. (1976).

Reag&o de imuno-histoquimica

Os fragmentos dos rins dos animais que
morreram durante a captura foram fixados em solucéo
de formalina tamponada a 10% e incluidos em blocos
de parafina, cortados em microtomos, deixados em estufa
a 30°C para distensdo do corte e submetidos a reagao
de imuno-histoquimica com anti-soros para o sorovar
pomona (POLAK & VAN NOORDEN, 1986), para a
pesquisa de antigenos de leptospira. A leitura das

laminas foi realizada em microscopio dptico com
condensador de campo escuro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela técnica de SAM,
realizada em todas as amostras examinadas, estéo
expressos na tabela 1. Do total de 315 amostras das
diversas espécies estudadas, 64 (20,3%) foram reagentes
contra pelo menos um sorovar de leptospira patogénica,
e 251 (79,7%) ndo foram reagentes. A maioria das
amostras reagentes apresentou titulos de anticorpos
entre 100 e 800; somente uma amostra de ovino
apresentou titulo de 3.200.

Entre os soros de bifalos (Bubalus bubalis)
em estado feral e selvagens a prevaléncia foi de 41,0%
de reagentes contra cinco diferentes variantes
sorolégicas de leptospiras. Esses dados foram
diferentes daqueles verificados por WANYANGU et al.
(1987) em bufalos de origem africana e de CHAUDHRY
etal. (1996) em bufalos asiaticos vivendo em zona rural
e urbana. O fato do Bubalus bubalis apresentar uma
preferéncia por areas Umidas pode facilitar a
disseminagdo do agente etioldgico, principalmente em
regides como o Pantanal.

Do total de 67 amostras de boi bagua (Bos
taurus indicus), 27 (40,3%) foram reagentes, o que
demonstra uma alta prevaléncia, que também foi

Tabela 1 — Freqiiéncia de animais vivendo em estado feral ou
silvestre e examinados pelo teste de soroaglutinacéo
microscopica aplicada a leptospirose, segundo a espécie
animal e a natureza do resultado. Nhecolandia, Mato
Grosso do Sul, 1998-1999.

Reagentes* Nao Total
- Reagentes
Espécies
N° % N° %
Bufalo
Bubalus bubalis 16 410 23 590 39
Boi bagua

Bos taurus indicus 27403 40 597 67

Porco-monteiro

Sus scrofa

Ovino

Ovis aries
Veado-campeiro
Ozotoceros bezoarticus
Veado-mateiro
Mazama americana
Quati 0 00 9 1000 9
Nasua nasua

Total 64 203 251 797 315

07 179 32 819 39
10 90 100 91,0 110
4 9,7 37 902 41

0 00 10 100, 10

*Reagente = titulo = 100 para pelo menos um dos 24 sorovares de
Leptospira sp.
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observada por VASCONCELLOS et al. (1997) no Estado
do Mato Grosso do Sul. Os resultados reforgcam a
importancia dessa espécie na manutencao da leptospira
no ambiente dessa regido. Naquela pesquisa, o sorovar
hardjo foi o mais freqliente, enquanto no presente
trabalho o sorovar wolffi foi o de maior ocorréncia. Vale
ressaltar que oito amostras de boi bagua apresentaram
reacOes cruzadas entre os sorovares wolffi e buenos
aires, com titulos de 100 a 400, e em uma as reagoes
cruzadas ocorreram entre os sorovares wolffi e
andamana, titulo de 100. Essas rea¢des de aglutinagao
heterdlogas podem revelar que 0s animais
possivelmente foram infectados naturalmente pelos
sorovares patogénicos e apatogénicos, uma vez que
estes podem estar presentes no ambiente.

Das 39 amostras de porco-monteiro, 17,9%
foram reagentes, de modo semelhante aos resultados
de PAVLOV (1991) e MASON et al. (1998), que
encontraram 23% e 20% de reagentes, respectivamente,
em suinos selvagens. Os sorovares encontrados com
maior frequéncia nos porcos-monteiros foram
icterohaemorrhagiae e copenhageni, diferindo dos
outros autores, que encontraram 0 sorovar pomona
como o mais frequiente.

Apenas 10 (9%) das 110 amostras
analisadas de ovinos (Ovis aries) vivendo em estado
feral foram reagentes; 0S  sorovares
icterohaemorrhagiae e pomona foram os que
apresentaram aglutinacdo com maior freqiiéncia.

Nas espécies silvestres, verificou-se que
quatro (9,7%) das 41 amostras de veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) examinadas eram reagentes:
duas contra o sorovar wolffi, uma contra o sorovar
mini e uma contra o sorovar hardjo. Esse percentual
foi menor do que encontraram MATHIAS et al. (1999),
nessa mesma regido (24%), contudo os sorovares
encontrados foram os mesmos. Na espécie Odocoileus
virginianus, cervideo que habita os Estados Unidos
daAmérica, INGEBRIGTSEN etal. (1986), GOYAL et
al. (1992) e NEW et al. (1993) encontraram os sorovares
bratislava, pomona, icterohaemorrhagiae e hardjo
como os mais freqiientes.

As amostras soroldgicas de quati (Nasua
nasua) e veado-mateiro (Mazama americana) foram
todas negativas no teste de SAM. Entretanto, ndo se
pode descartar a possibilidade dessas espécies serem
reservatorios da bactéria, uma vez que o ndmero de
amostras examinadas foi pequeno.

N&o se obteve sucesso nas tentativas de
isolamento de leptospira dos rins.

As alteragdes histopatologicas encontradas
nos rins dos animais que tiveram dbito foram infiltrado
inflamatdrio intersticial com congestdo associada a

hemorragia, em um veado-campeiro e em um porco-
monteiro.

Os resultados da reacdo de imuno-
histoquimica revelaram a presenca de leptospira
somente no figado de um porco-monteiro, 0 mesmo
animal em cujo rim foram observadas alteracfes
histopatologicas. N&o foi detectada a presenga de
leptospira nos rins e no figado de amostras dos veados-
campeiros, ovinos e dos outros cinco porcos-monteiros
que morreram durante a captura.

O presente trabalho revelou que varias
espécies de animais silvestres ou que vivem em estado
feral podem manter leptospiras no ecossistema mato-
grossense. Devido ao grande ndmero de espécies que
vivem na regido e em se tratando de um ambiente
propicio a sobrevivéncia e disseminacdo das leptospiras,
essas e outras espécies devem ser melhor estudadas,
de forma a se obter uma melhor compreensdo da cadeia
epidemioldgica da leptospirose no Pantanal Mato-
grossense.

CONCLUSOES

Das sete espécies de animais estudadas que
vivem em estado feral ou silvestre no Pantanal Mato-
grossense, cinco foram reagentes contra leptospiras
patogénicas; os bufalos e os bois bagués foram as
espécies com maiores percentuais de reagentes (41%
e 40,3%), respectivamente, seguidos pelo porco-
monteiro, com 17,9%.

Os sorovares de maior freqiéncia,
detectados por sorologia, foram pomona (bufalo e
ovino), wolffi (boi bagud), icterohaemorrhagiae
(ovino, veado-campeiro e suinos) e copenhageni
(veado-campeiro e suinos). As amostras de veado-
mateiro (Mazama americana) e de quati (Nasua nasua)
foram negativas para todas as variantes soroldgicas de
leptospiras pesquisadas.

No presente trabalho foi possivel detectar,
por meio da reacdo de imuno-histoquimica, a presenca
de leptospiras no tecido hepatico de um porco-monteiro
morto durante a captura.
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