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1. Introdugao



Atualmente, esta demonstrado que alem de ra-
tos e caes, a maioria dos mamiferos domesticos e sil-
vestres se infectam por leptospira, mantendo o ciclo da
doenca na natureza,.

No Brasil, a primeira referencia de isolamen-
to de leptospira em animais & de ARAGAO (19T%), que
trabalhou com ratos (Rattus norvegicus) capturados na
cidade do Rio de Janeiro. Embora desde essa data a lep-
tospirose venha sendo estudada, poucas s3ao as pesquisas
em nosso meio que nao se restringiram a ratos de yErias
espécies, enquanto outros animais silvestres, ou mesmo
domésticos, ficaram relegados a um segundo plano. Pro-
vavelmente, CASTRO & cols. (1961) e SANTA ROSA (1970),
tenham sido os primeiros a pesquisar leptOSpira em ou-
tras especies de roedores e marsupiais.

Entre o grupo de animais silvestres, algumas
espécies de tatu foram investigadas como possiveis
reservatﬁrios de leptospira para os animais domesti-

cos. Assim, ROTH & cols. (1964), nos Estados Unidos,



demonstraram a infecgao em tatu (Dasypus novemeinctus)

por leptospira do grupo autumnalis, enquanto que na Ar-

gentina, as pesquisas de CACCHIONE & «cols. (1966) e

SZYFRES & «cols. (1967) mostraram que a. especie

Chaetophractus vilLlLosus e reservatorio de leptospiras
do sorogrupo canicola e bataviae.

0 papel que o tatu pode representar na
difusao da leptospirose em nosso meio, necessita ser
investigado, pois, ocupando o mesmo habitat dos animais
domésticos de maior expressao economica, como bovinos,
suinos, eqliinos, ovinos e caprinos, facilmente poderia
contaminar os pastos e a agua de beber consumidos por
essas especies.

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho

determinar:

- 0s sorotipos de leptospiras mais freqllentes em tatus,
atraves da microaglutinagdo rapida (MAR);

- a comparagao existente entre os sorotipos mais fre-
gllentes em tatu com os sorotipos encontrados em bovi-
nos, suinos e eqllinos;

- a presenga de leptospiras em rins de tatu, atraves do

isolamento e da imunofluorescencia direta (IFD).



2. Revisao da Literatura



1. Isolamento de Leptospina e sorologia

BARBOSA & HIPOLITO (1952) isolaram Leptospira
Leterohaemornnhagiae de ratos (Rattus norvegicus) captu-
rados na cidade de Belo Horizonte. Dos 61 ratos exaﬁi-
nados, foi constatado leptospira em 27 animais (44,3%).

McKEEVER & cols. (1958) estudaram a inciden-
cia de leptospiras em 820 mamiferos silvestres captura-
dos na Georgia (USA), isolando dos rins desses animais
44 (5,4%) amostras de leptospiras

ROTH & GALTON (1960) isolaram L. hardjo do
sangue de vacas sorologicamente positivas a esse soro-
tipo. As hemoculturas foram feitas em meio de Fletcher
e de Stuart, esse Ultimo acrescido de 0,3% de agar nu-
triente.

CORREA & cols. (1965/67) isolaram L. wolffL
do 1igliido espinhal de um homem hospitalizado com sin-
tomas de leptospirose e dos rins de dois roedores, cap-

turados na area onde residia o paciente. Examinando 150

soros humanos da resma regiao, verificaram cinco posi=- -

tivos para o sorogrupo wolffi.



MICHNA & CAMPBELL (1969 e 1970) na Escocia,
isolaram L. sejroe dos rins de quatro vacas que abor-
taram. Num inquérito sorologico de 319 bovinos com his-
torico de aborto, verificaram 60,8% de positivos para
leptospira, sendo que entre esses, 75,7% apresentaram
reagoes para o sorotipo 4ejroe. Em outro rebanho de
192 vacas com oito casos de aborto, 74,4% foram éositi-
vos para o mesmo sorotipo. Esses autores, pesguisando
leptospira em 295 mamiferos silvestres capturados nesta
mesma area, isolaram sete amostras, sendo uma do soro-
grupo hebdomadis e seis nao identificadas.

SULLIVAN & STALLMAN (1969) isolaram L, hardjo
de uma novilha clinicamente normal que se apresentava
entretanto, com intensa leptospiriria e tTtp]o de 1:
30.000 para esse sorotipo. Esse animal pertencia a um
rebanho com histdorico de nefrite intersticial e alta
freqtlencia de anticorpos L. hyos.

SANTA ROSA (1970) pesquisou leptospira em 900
animais si]vestres, entre roedores e marsupiais, captu-
rados no Estado de Sao Paulo, conseguindo isolar 27
(3,0%) amostras. Dessas, 26 foram isoladas de rim,
sendo 17 somente por cultura direta do rim em -meio de

Fletcher, duas por cultura direta de rim e hemocultura



de cobaio e sete apenas por hemocultura de cobaio. A
restante fol isolada por urocultura do animal e hemo-
cultura do cobaio. Das culturas isoladas, 21 pertenciam
ao sorotipo grippothyphosa, duas ao ballum, duas ao
brasiliensis, uma ao Lcterohaemorrhagiae e, uma
szwafizak, que pertence ao sorogrupo hebdomadis,

CARRILLO & cols.(1972), pesquisando leptospira
em 59 tatus da especie Dasypus hybridus e 438 de
Chaetophractus villosus capturados na Provincia de
Buenos Aires, isolaram 24 amostras de leptospira dos
rins dessa ultima especie, sendo 14 do sorotipo
argentinensis, nove do paidjan e uma do bataviae. Dos
438 tatus, 23 deram reagoes positivas ao teste de
microaglutinacao lenta, sendo que os sorotipos prevalen-
tes foram sejroe, hebdomadis e bataviae, De 198 amos-
tras de urina, somente uma foi positiva para leptospira.
Entre os 59 ©D. hybridus, houve dois reagentes ao tes-
te de microaglutinacao, sendo isolada uma amostra, que,
entretanto, foi perdida antes da tipificacgao.

Soros de 170 bovinos foram testados, sendo que
168 foram reagentes (98,0%) dos quais 164 apresentaram

titulos de 1:100 a 1:12.800 para L. hardjo..



SANTA ROSA & «cols. (1969/70), wutilizando a
técnica de microaglutinagao lenta, examinaram 15.080
soros bovinos, obtendo 23,6% de positivos, predominando
o sorotipo wolffi em 53,3%. Entre os 3.242 soros de
suinos examinados, 19,5% deram reacdes positivas, pre-
dominando o sorotipo pomona em 54,6%. Da especie eqllina
foram examinados 811 soros, com 29,7% de positivos,
predominando a L. pomona, seguido da L. canicola e da
L. sefroe.

REIS & «cols. (1973) realizaram uma pesquisa
de aglutininas anti-leptospiras em 720 soros de bovinos
e 134 soros de suinos do Estado de Minas Gerais. Entre
os bovinos examinados, 5,4% deram reacOes positivas,
sendo que 89,7% ao sorotipo hebdomadis, seqguido do
pomona e do ausiralis. Os soros de suinos apresentaram
11,9% de positividade, predominando L. pomona em 87,5%
dos positivos, seguido de L. hebdomadis com 12,5% e L.
javandica com 6,25%.

EVILA (1976) examinou 770 soros de suinos,
abatidos em Belo Horizonte e procedentes de 26 munici-
pios do Estado de Minas Gerais. Ao teste de microaglu- -
tinagao rapida, 82,4% revelaram reacoes positivas e os

sorotipos mais prevalentes foram autumnalis (38,5%);



wolfii (33,5%); ballum (32,9%); butembo (27,5%);
bratislava (22,6%); bataviae (16,4%); javanica (13,9%);

{icZenrohaemornhagiae (12,8%) e pomona (10,6%).

2 Demonstragﬁo de Leptospina pela imunofluorescencia

direta e por histopatologia

MOULTON & HOWARTH (1957), utilizando a IFD,
demonstraram L. canicofa em cortes de rins de hamsters
inoculados experimentalmente com esse sorotipo.Conclui-
ram os autores que a IFD & sorotipo especifica, pois
quando usaram conjugado inespecifico, nao ocorria fluo-
rescencia dos organismos.

WHITE & RISTIC (1959) atraves da IFD, demons-
traram L. pomona nos rins de cobaios e na urina de bo-
vinos, ambos infectados experimentalmente. A inespeci-
ficidade do método foi demonstrada pelo fato de soroti-
pos heterdlogos ao conjugado terem apresentado fluores-
cencia. Concluiram ainda que a IFD possui vantagens so-
bre as técnicas usuais de isolamento e visualizacao da
leptospira.

COFFIN & MAESTRONE (1962), demonstraram lep-
tospiras na urina, em esfregagos de rim e em cortes

histologicos de orgaos de caes com leptospirose. 0Os au-
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tores compararam a IFD com outras tecnicas de isolamen-
to e campo escuro, demonstrando que a IFD & mais efi-
ciente, principalmente quando se trabalha com material
contaminado, congelado e estocado por muito tempo em
formalina. Observaram ainda, que os conjugados L.pomona,
L. icterohaemornnhagiae e L. canicola coram esfregacos
de sorotipos heterologos, n3o apresentando grandes di-
ferencas, quando 5p1icados em sorotipos homologos.

REINHARD & HARDLOW (1954) estudando os efei-
tos patologicos de L. pomona em bovinos, encontraram
densa infiltracao de celulas mononucleares em redor dos
canais biliares, associada com descamacoes do epitelio.
Nos rins ocorreram areas de infiltracao intersticial
com inicio de fibrose.

SANGER & cols. (1961) estudéram a patogenici-
dade da L. pomona em hamster, verificando, atraves da
histopatologia, areas de degeneragao turva no figado e
nefrite aguda.

STALHEIM (1967 e 1968) inoculou hamster com L.
pomona, observando como caracteristica basica da infec-

¢ao o aparecimento da nefrite.



11

3. Material e Metodos
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1. Animais

1.1. Tatus

Foram colhidas 97 amostras de rins e 136
amostras de sangue de tatus (Pasypus novemeinctus) cap-
turados nos municipios de Desterro de Entre Rios, En-
tre Rios de Minas, Formiga, Itaguara, Passa Tempo e

abatidos em matadouro de Belo Horizonte, Minas Gerais.

1.2. Bovinos

Foram colhidas amostras de sangue de bovi-
nos em fazendas situadas nos municipios de Cordisburgo,
Corinto, Felixlandia, Governador Valadares e Pedro Leo-

poldo, no Estado de Minas Gerais.

1.3. Eqllinos

Foram colhidas amostras de sangue de 50
eqliinos procedentes dos municipios de Arcos, Belo Hori-
zonte, Cordisburgo, Entre Rios de Minas, Formiga, Go-

vernador Valadares, Montes Claros, Pedro Leopoldo, San-
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ta Maria do Suassui, Salto da Divisa, no Estado de Mi-

nas Gerais.

1.4. Suinos

Foram colhidas amostras de sangue de 50
suinos abatidos em matadouros de Belo Horizonte, prove-
nientes dos municipios do Estado de Minas Gerais: Con-
tagem, Felixlandia, Formiga, Montes Claros e Ponte Nova.

Todas essas amostras de sangue eram colhi-
das em vidros de boca larga (6 x 4,5 cm) previamente
esterilizados e colocados em refrigerador a 50C por uma
hora para melhor dessoramento.0 sangue era centrifugado
a 1.500 rpm, por 10 minutos e o soro obtido era estoca--

do em congelador a -209C até o momento do exame.
2. Isolamento e identificacgao

Para o isolamento trabalhou-se com 46 rins
de tatus colhidos aSSEpficamente e colocados em placas
de Petri esterilizadas.

De cada rim era retirada a capsula de Baw-
man e a metade era triturada em gral esterilizado. Esse
triturado era suspenso em solucao de Sorensen, pH 7.6, _.

estéri]:e semeado em meio semi-solido de Fletcher(1928), .
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seguindo-se a técnica de diluigao proposta por GALTON &
cols. (1962). As culturas eram incubadas em estufa a
289C. Ao terceiro dia de cultivo eram examinadas macro
e microscopicamente. Semanalmente eram reexaminadas e,
ao final de 30 dias, aquelas que nao apresentavam cres-
cimento eram descartadas.

Para a descontaminagao das culturas foi
utilizada a técnica descrita por GALTON & cols. (1962)
que consistiu na inoculagao de hamsters, via intraperi-
toneal e wuso de filtro de Swinny e passagem em placas

de Petri contendo meio solido de COX & LARSON (1957).

3. Imunofluorescéncia direta

3.1. Preparagao do conjugado

Os conjugados foram preparados a partir de
soros hiperimunes anti L. autumnalis, L., hebdomadis e
L. pomona, 1liofilizados, fornecidos pelo "WHO/FAO-
Reference Leptospirosis Laboratories"”. Todos os soros
possuiam titulos de 1:25.000 pelo teste de aglutinacdo-
lise.

Um dos conjugados foi preparado com mistura

de partes iguais de soros hiperimunes anti L.autumnalis
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L. hebdomadis, sendo que o0 outro somente com soro anti-
L. pomona. Cada soro foi reconstituido com 1 ml de agua
destilada esteril, conforme recomendagao do fornecedor.
Em seguida as globulinas foram extraidas pelo sulfato de
amonia 3,52 M e marcadas com isotiocianato de fluores-

ceina, conforme técnica de COONS & KAPLAN (1950).

3.2. Preparo dos cortes de rins

0 estudo de IFD foi efetuado em 97 rins de
tatus. Cada rim era seccionado no sentido transversal,
retirando-se um fragmento que abrangesse a camada cor-
tical e medular. Em cada fragmento eram feitos dois
cortes de 4 y de espessura, utilizando microtomo de
congelacao, de acordo com a técnica descrita por COONS
(1956). 0s cortes, em numero de dois por lamina,eram
secos em temperatura ambiente e fixados com acetona
p.a., durante 10 minutos, conforme tecnica descrita por
HODGES & EKDAHL (1973). Apos fixados e completamente
secos, eram delimitados com esmalte branco, nao cinti-
lante. Alguns cortes histologicos de rim foram corados

pelo metodo de Levaditi (LUNA, 1968).

3.3. Preparacao da reacgao

0 conjugado era diluido 'a 1:15 em solugdo -
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de salina tamponada pH 7.2, contendo 20% de rim de
hamster e colocado sobre os cortes a fim de remover a
fluorescencia inespecifica, de acordo com a tecnica

descrita por MOULTON & HOWARTH (1957). As laminas eram
incubadas em camara umida a 379C por 40 minutos e apos
levadas em imersao com salina tamponada, pH 7.2, duran-
te 10 minutos e, rapidamente, em agua destilada. Depois
de completamente secas eram montadas com glicerina tam-
ponada e laminula. Foram, também, preparadas laminas
controles positivo e negativo do metodo, conforme tec-

nica de MOULTON & HOWARTH (1957).
3.4, Leitura

Considerava-se como reacao positiva o apa-
recimento de leptospiras fluorescentes, isoladas ou
agrupadas no campo microscopico. Utilizou-se microsco-
pio binocular, objetiva de imersao 40 X; oculares 10 X;
condensador de campo escuro, a oleo; filtro de excita-
¢do 4 G, e de barreira 0/41. Como fonte de iluminacao
uma lampada ultravioleta HB0-200 (Osram).

Amostras da Lepfospira isolada foi enviada
ao Professor - Carlos Almeida Santa Rosa, Instituto de

Ciencias Biomedicas, Universidade de S3ao Paulo, Sao
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Paulo, para a tipificacao inicial e ao Centro Panameri-
cano de Zoonoses (CEPANZO) - Republica Argentina, para

a tipificacao final.
4. Preparo de aglutininas

4.1. Antigenos

As culturas de Lepfospina foram gentilmente
cedidas pelo CEPANZO, cujas amostras estao relacionadas
no Quadro I. Estas culturas recebidas em meio de Flet-
cher foram posteriormente repicadas em meio 17qtido de
STUART (1946) acrescido de 10% de soro de coelhos, cli-
nicamente normais. |

0s antigenos utilizados no teste de micro-
aglutinacao (Quadro I) eram incubados a 280C durante
cinco a sete dias, em meio de Stuart, 1isentos de auto-
aglutinacao e com aproximadamente 100 organismos vivos

por campo microscopico de 400 X.

4.2. Sorologia

Para a pesquisa de aglutininas antileptos-
piras foi utilizado essencialmente o Metodo de Microa-
glutinacao Rapida(MAR) descrito por RYU (1970) que, ba-

sicamente, ~ consistia em diluir os soros em solucao de
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Sorensen (pH 7.6) inicialmente a 1:50 e depois na
razao dois (2) tantas vezes quanto necessario para al-
cangar o titulo final.

De cada diluigao do soro era tomado uma go-

ta (*

0,05m1), que era colocada em placa de louga esca-
vada. Igual volume de antigeno era colocado frente as
diluigoes, agitava-se a placa e deixava-se em repouso
por cinco minutos em temperatura ambiente. Uma gota
dessa mistura era colocada em lamina de vidro(7,5 x 2,5
cm) e examinada em microscopio binocular, equipado de

condensador de campo escuro, a seco, oculares de 10 X e

objetiva de 16 X.
4.3. Leitura e interpretagao

0 criterio de 1leitura das reacoes de MAR
utilizado foi o descrito por GALTON & cols. (1962) que
consiste no seguinte:

- 0 grau de aglutinacao e lise & dado em
cruzes, variando de uma a quatro cruzes (1+ a 4+) e ne-
gativo. A reagao & considerada quatro cruzes (4+) quan-
do 75% a 100% das leptospiras aparecem agrupadas: trées
cruzes (3+) quando aproximadamente 75% dos organismos
estao aglutinados; duas cruzes (2+) quando acima de 50% -

aglutinaram - wuma cruz (1+) quando ocorre, mo minimo,



19

25% de leptospiras aglutinadas.
5. Teste de patogenicidade para hamster

As culturas de leptospira eram inoculadas
em hamsters segundo a teécnica de STALHEIM (1967). Ao
450 dia apos a inoculagao, os animais eram sangrados e
necropsiados. Cortes histologicos dos rins e figados
eram corados pela hematoxilina e eosina (HE). O0s soros
eram testados pelo metodo de MAR frente ao sorotipo ino-

culado.



QUADRO I
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Sorotipos de Leptospira usados como antigeno no teste

de microaglutinagao (MAR)

SOROGRUPO

SOROTIPO

AMOSTRA

Icterohaemonnhagiae

Javanica
Candicola
BalLlum
Ballum
Pynogenes
Tarassovi
Cynoptens
Autumnalis
Australis
Pomona
Grippotyphosa
Bataviae
Bataviae
Bataviae
+Hebdomadis

Hebdomadis™

Letenohaemonnhagiae  RGA

javanica
canicola
ballum
castelloni
pyrogenes
tarassovi
butembo
autumnalis
bratislava
pomona
grnippotyphosa
bataviae
argentinensis
brasiliensis

wol g i

Valdrat Batavia 46
Hond Utrecht VI
Mus 127
Castellon 3
Salinem
Perepelicin
Butembo

Akyiami A

Jez bratislava
Pomona

Moskva V

Van Tienen

LT 1019

LT 966

3705

L 10

* Amostra L 10 tipificada como pertencente ao sorogrupo
Hebdomadis dependendo ainda da

pelo CEPANZO.

classificagao final
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4, Resultados
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1. Isolamento e identificacgao

Dos triturados de rins de 46 tatus (Dasypus
novemeincetus ), semeados em meio de Fletcher, foi obser-
vado o crescimento de leptospiras ao quarto e nono dias
de cultivo, em duas (4,3%) culturas, codificadas como
L 10 e L 11. Ambas encontravam-se contaminadas e somen-
te foi possivel a descontaminagao de wuma das (2,1%)
culturas, a L 10, apds uma unica passagem de filtro
Swinny de 0,25 micra. Essa amostra foi adaptada em meio
de Stuart apos 15 repiques intervalados de cinco dias.

As tentativas de descontaminagao da cultura
L 11, atraves da inoculagdo intraperitoneal em hamster
e passagens em meio solido de Cox, foram infrutiferas.

Do total de 46 culturas, 41 (89,1%) apre-
sentaram-se contaminadas por bacterias e fungos.

A amostra L 10 foi inicialmente classifica-
da pelo Prof. SANTA ROSA como pertencente ao sorogrupo

hebdomadis, atraves do teste de Microaglutinagao Lenta
(GALTON & cols., 1962).
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Os soros dos tatus L 10 e L 11 apresentaram
a MAR, titulos para varios sorotipos (Quadro II).
Nao foram observadas lesbes macroscopicas

nos rins utilizados no isolamento.

2. Sorologia

Dos 136 soros de tatu examinados pelo teste
de MAR, 132 (97,0%) reagiram a um ou mai§ sorotipos
(Quadro III). Os sorotipos predominantes foram
autumnalis (60,2%); brasiliensis (62,9%); amostra L 10
(44,8%); argentinensis (42,6%) e tarassovi (41,8%)(Gra-
fica 1)s

Verifica-se ainda pelo Quadro III, que dos
50 soros bovinos examinados, 49 (98,0%) reagiram a um
ou mais sorotipos, o mesmo ocorrendo com as 50 amostras
de sanque de suinos; quanto aos 50 soros de eqlinos,
todos reagiram a um ou mais sorotipos.

0s titulos finais dos soros de tatus, bovi-
nos, eqllinos e suinos, encontrados no teste de MAR, es-
tao registrados nos Quadros IV, V, VI e VII, respecti-
vamente, e os percentuais para cada sorotipo nessas es-

pécies est3ao representados nos Graficos 1, 2, 3 e 4.
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3. Imunofluorescencia direta

Das 97 amostras de rins examinados, 45(46,4%)
apresentaram leptospiras fluorescentes. Em alguns cor-

tes predominavam leptospiras isoladas e em outros apre-

sentavam-se agrupadas. O0s cortes de rim L 10, cora
dos com conjugado anti L. pomona, apresentaram fluores-
cencia semelhante 3 observada nos outros rins (Fig. 1).

K IFD e ao estudo histoldogico atraves de
metodo de impregnacao pela prata (Levaditi), realizados
em cortes do rim positivo (L 10) revelaram a presenca
de grande numero de leptospiras localizadas nos espagos
intersticiais da cortical e no interior dos tubulos da

medular (Fig. 2).

4. Teste de patogenicidade para hamsters

Dos quatro hamsters inoculados com a amos-
tra L 10, dois por via subcutanea e dois por via in-
traperitoneal, tres sobreviveram ate o 450 dia, quando
foram sangrados e necropsiados. Um dos animais morreu
ao 49 dia apos a inoculag3do e nao foi examinado. Nos
demais nao foi observada mudanga de comportamento.

0 exame histopatologico dos hamsters revelou

focos de degeneragao turva e de necrose no figado;
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nefrite intersticial focal aguda em dois animais e ne-
frite intersticial focal cronica em um animal (Figs, 3
e 4).

Os soros dos hamsters examinados pelo MAR
apresentaram titulos que variaram de 1:12.8003 1:25.600

frente a amostra L 10.



QUADRO II

Titulos finais a MAR dos soros de tatus positivos

ao isolamento

Sorotipos

Soros

L0

L 11

icterohaemornhagiae
favanica :
canicola

ballLum
castelloni
pyrogenes
tarassovd
butembo
autumnalis
bratislava
pomona
grippotyphosa
wol§ 44

L 10%

bataviae
argentinensds
brasiliensis

13100

1:100
1:100
1:800
1:200

1:3200
1:800

1:200
1:100

Amostra tipificada como pertencente ao sorogrupo

hebdomaddis.
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Fig. 1 - Rim de tatu (D. novemeinctus)
Amostra L 10 - Leptospiras
fluorescentes, 800 X.

Fig. 2 - Rim de tatu (D. novemcincius)
Amostra L 10 - Leptospira
dentro do tubulo renal
Levaditi. 800 X.



Fig. 3 - Figado de hamster. Degenera-
cao turva e discreta meta-
morfose gordurosa. HE 50 X

Fig. 4 - Rim de hamster. Nefrite in-
tersticial. HE 50 X
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0 isolamento de leptospiras a partir de tatus
nio e freqllente e, entre os trabalhos realizados com
estes animais, destacam-se os de ROTH & cols. (1964),
CACCHIONE & cols. (1966), SZYFRES & cols., (1967) e
CARRILLO & cols. (1972).

As taxas de isolamento sao baixas e vériéveis
pois enquanto CARRILLO & cols. (1972) trabalhando com
Chaetophractus villosus isolaram 5,4% de amostras de
leptospira, no presente trabalho foi isolada uma amos-
tra (2,2%) de tatus da especie Dasypus novemcinctus.
Essa diferenca na taxa de isolamento pode ser atribuida
as diferencas de especie de animais trabalhados, consi-
derando que elas apresentam habitos alimentares e ha-
bitat diferentes, fatores esses que influen na taxa de
infeccao. Nesse sentido, CARRILLO & cols. (1972) admi-
tem que as diferentes taxas de infeccao, ocorrida entre
as especies por eles pesquisadas (Ch. villosus e D.
hybrnidus), possam ser atribuidas a dieta alimentar. En-

quanto a especie Ch. viflosus & onivora, alimentando-se
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de ratos, animais em putrefagao, ovos, passaros, bem
como de vegetais, as especies D. hybridus e D.
novemeinctus alimentam-se quase que exclusivamente de
insetos e vegetais.

Provavelmente a baixa percentagem de isola-
mento obtida, seja devido a contaminagao de 41 culturas
(89,1%) por fungos e bacterias, fator esse considerado
limitante por muitos autores. Alem da contaminacao des-
sas culturas ocorreu a perda de uma amostra (L 11), que
possivelmente seria do grupo bataviae (Quadro II). Esse
fato nao & raro pois, CARRILLO & cols. (1972), tambem
perderam a unica cultura que isolaram de D. hybridus,
tatu do mesmo género dos aqui utilizados. Alem disso,
COFFIN & MAESTRONE (1962), demonstraram a existencia
nos tecidos, principalmente no renal, de anticorpos ini-
bidores das leptospiras que dificultam o crescimento,
tanto em meios de cultura como em animais sensiveis.
Pode-se supor ainda, que alguns sorotipos nao sejam fa-
cilmente isolados, porque, a semelhangca de L. hardjo,
isolada por ROTH & GALTON (1960), @& possivel que ou-
tros sorotipos desenvolvam-se, de preferencia, em meios
especiais.

Essas dificuldades de isolamento foram tambem -
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verificadas por McKEEVER & cols. (1958) que, utilizando
meios de Fletcher e CHANG (1947) para semear fragmentos
de 820 rins de mamiferos silvestres, isolaram leptospi-
ras em apenas 44 das culturas (5,4%). SANTA ROSA (1970)
tambem encontrou dificuldades pois, alem de utilizar
meio de Fletcher, inoculou cobaios com wurina e suspen-
sao de 900 rins de mamiferos silvestres, conseguindo
isolar apenas 27 amostras de leptospira (3,0%).

A microaglutinag3ao rapida, utilizada para
testar os 136 soros de tatus, mostrou que 132 (97%)
foram reagentes a um ou mais sorotipos (Quadro III),
superando as taxas encontradas por CARRILLO & <cols.
(1972), que obtiveram 102 reagentes (23,2%), entre 438
tatus examinados pelo teste de microaglutinacao lenta
(GALTON & cols., 1962).

Provavelmente, essa discordancia de dados
possa ser atribuida a fatores diversos, como: diferenca
de regiao onde foram capturados os animais, numero e
tipos de antigenos utilizados nos testes sorologicos.
Convem salientar que CARRILLO & cols. (1972) usaram uma
tecnica de microaglutinacao diferente da wutilizada no

presente levantamento. Todavia, ja se sabe que estas
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tecnicas de microaglutinacdo sio equivalentes em sensi-
bilidade e especificidade, como observou RYU (1970).

As reagoes sorologicas com L. pyrogenes sio
raras nos animais domésticos e silvestres conforme de-
monstraram SANTA ROSA & cols. (1969/70) e SANTA ROSA
(1970). Ve-se tambem no Quadro IV que nenhum tatu apre-
sentou titulo para esse sorotipo. Por outro lado, a
L. ilcterohaemorrhagiae, muito comum em ratos de esgotos
em nosso meio,(BARBOSA & HIPOLITO, 1952), tambem nao
foi encontrada em tatus no presente experimento. Possi-
velmente, isso possa ser explicado por diferencas de
habitat e de alimentacao, como foi salientado anterior-
mente.

Ainda no Quadro IV, pode-se verificar as bai-
xas percentagens de reagentes para os sorotipos
javanica, canicola e pomona. No Brasil, reacoes po-
sitivas para estes sorotipos sio frequentemente encon-
tradas em animais domesticos (REIS & cols., 1973) e ra-
ramente em animais silvestres (SANTA ROSA, 1970).

As taxas de reagentes ao sorotipo bataviae
foram da ordem de 17,6%, apresentando tTtulos altos que
variaram de 1:20013“1:1.600,~ enquanto que os sorotipos-

argentinensis e brasiliensis, pertencentes ao mesmo so--
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rogrupo bataviae, deram percentagens de 42,6% e e 9%,
respectivamente, entretanto, com tTtulos mais baixos.

Deve ser ressaltado a ocorrencia de reacoes
cruzadas em baixas diluicoes entre 0s sorotipos
arngentinensis e brasiliensis (Quadro IV).

Como os sorotipos autumnalis, brasiliensis,
amostra L 10, argentinensis e tarassovi apresentaram as
maiores taxas de reagentes (60,2%, 52,9%, 44,8%, 42,6%
e 41,8%), respectivamente, e com titulos ate 1:3.200
(6rafico 1 e Quadro IV), pode-se pensar que as infec-
coes dos tatus por estes sorotipos sejam as mais fre-
qllentes.

As taxas de reagentes ao sorogrupo hebdomadis
(L. wolgf<i e L 10) apresentadas nos Graficos 1, 2, 3 e
4, para as quatro especies estudadas, torna-se um dos
achados dos mais 1importantes do presente trabalho,
principalmente considerando os achados de varios auto-
res como SANTA ROSA & cols. (1969/70) que demonstraram
a predominancia de reagentes ao sorotipo wolfdi em 53,3%
dos 3.561 soros bovinos positivos. Ainda SANTA ROSA &
cols. (1969/70) verificaram que, entre 811 soros eqfli-

nos examinados, :11,9% foram reagentes ao sorotipo



44

dejroe, pertencente ao sorogrupo hebdomadis.

Em Minas Gerais, REIS & cols. (1973) observa-
ram que 89,8% das reacdes positivas entre 720 bovinos e
em 12,5% de 16 suinos positivos, pertenciam ao sorotipo
hebdomadis, enquanto que AVILA (1976), examinando 770
suinos, observou que 35,5% eram reagentes ao sorotipo
wolffi.

Na Australia, a importancia do sorogrupo
hebdomadis como problema de saiide animal foi demonstra-
do por SULLIVAN & STALLMAN (1969), atraves do isolamen-
to de L. sejroe de uma novilha clinicamente sadia, pro-
veniente de um rebanho com historico de nefrite.

Alias, MICHNA & CAMPBELL (1970) na Escocia,
isolaram leptospiras do sorogrupo hebdomadis em animais
silvestres capturados numa fazenda onde ocorrera abor-
tos em vacas por esse sorogrupo(MICHNA & CAMPBELL,1969).
Tais achados vieram dar enfase a importincia dos ani-
mais silvestres como possiveis reservatorios de
Teptospiras desse sorogrupo naquele pais.

Em Sao Paulo, CORREA & cols. (1965/67) isola-
ram L. woff§f<i do homem e de ratos que habitavam a mesma
area, indicando a possibilidade do homem ter se infec-

tado atraves de ratos. Entretanto, em nosso meio, ate o
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presente, ainda n3ao se relacionou a infecg¢ao de animais

domesticos com animais silvestres, pelo sorogrupo

hebdomadis. Todavia, CORREA & cols. (1965/67); SANTA

. ROSA (1970) e no presente trabalho foram encontrados a-

nimais silvestres reagentes a esse sorogrupo, 0 que de-

monstra a possibilidade desses animais servirem, também,
como fonte de infeccao para animais domesticos, com res-
peito ao sorogrupo hebdomadis.

MOULTON & HOWARTH (1957) citam que o metodo
de IFD & especifico para os diferentes sorotipos. En-
tretanto, no presente experimento, parece nao ter ocor-
rido essa especificidade, pois foi observada a presenca
de leptospiras fluorescentes em 45 dos 97 cortes de
rins examinados (46,4%), provavelmente por se ter usado
conjugado preparado a partir do sorotipo aufumnafis, o
mais prevalente nas reagoes sorologicas dos tatus e do
hebdomadis, como representante do sorogrupo hebdomaddis.

Outro achado, que mostra a possivel falta de
especificidade do método, foi a fluorescencia observada
em cortes do rim corados-com conjugado -L. pomona e de
onde foi isolada a amostra L 10. Esses resultados con-
cordaram plenamente com os observados por WHITE& RISTIC

(1959) ‘e COFFIN ‘& MAESTRONE (1962).
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Como era de se esperar, o numero de rins po-
sitivos a IFD foi muito maior do que os isolamentos
conseguidos. Certamente, 1isso pode ser explicado pelo
fato da IFD detectar leptospiras, independente de esta-
rem vivas ou nao, da baixa concentracao nos tecidos e
1igllidos, da presenca de anticorpos especificos . e da
destruicao dos organismos por mudancas de pH, de tempe-
ratura, autolise e contaminagoes, conforme observaram
COFFIN & MAESTRONE (1962).

As lesoes histopatologicas observadas nos fi-
gados e rins dos hamsters inoculados com a amostra L 10,
assemelham-se aos achados de SANGER & cols. (1961) e
STALHEIM (1967 e 1968), nos mesmos orgaos de hamsters
infectados por leptospira e por eles examinados e ainda
por REINHARD & HADLON (1954), em rins e figados de bo-
vinos infectados. Esse fato demonstra que a amostra L10
foi patogenica para hamster, embora sem exito letal, o
que, entretanto, nao exclui a possibilidade de ser, tam-

bém, patogenica para outros mamiferos domésticos.
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6. Conclusoes
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1. 0s tatus [(Dasypus novemecinctus) apresentam elevada
freqliencia de reagentes para os principais sorogru-

pos de leptospira.

2. A IFD & bastante efetiva para demonstrar leptospiras

em cortes de rim.

3. A alta percentagem de rins infectados com leptospira,
inclui os tatus (Dasypus novemcinctus) como reserva-

torios de leptospira em nosso meio.

4. 0s soros de bovinos, eqllinos e suinos, apresentam
elevada percentagem de reagentes para a amostra do
sorogrupo hebdomadis, isolada de tatu.

5. A amostra do sorogrupo hebdomadis, codificada como

L 10, & patogénica para hamster.
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7. Resumo
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Foi pesquisada a infecgcao por leptospira em
136 tatus (Dasypus novemeinctus) capturados no Estado
de Minas Gerais, através de provas bacteriolfgicas, de
microaglutinagao rapida (MAR) e imunofluorescencia di-
reta (IFD).

De 46 suspensoes de rins de tatus, cultivadas
em meio de Fletcher, foi isolada uma amostra de Leptos-
pira (2.1%), codificada como L 10, pertencente ao
sorogrupo hebdomadis.

Dos 136 soros de tatus, examinados pela MAR,
132 (97%) foram reagentes a um ou mais sorotipos de
Teptospira, com predominancia para autumnalis (60,2%),
brasiliensis (52,9%), amostra L 10(44,8%), argentinensis
(42,6%) e tarassovi (41,8%).

Foram examinados 97 rins de tatus atraves da
IFD para leptospira e 45 deles (46,4%) apresentaram
reacoes positivas,

Cortes do rim, onde foi 1isolada a amostra
L 10, apresentaram fluorescencia, quando corados por

conjugado L. pomona.
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0 exame histopatologico dos orgaos de hamsters
infectados experimentalmente com a amostra L 10, revelou
lestes de necrose e degeneracao turva no figado e nefri-
te intersticial focal aguda e cronica.

Foram testados pela MAR 50 soros de bovinos,
50 soros eqllinos e 50 sores suinos, apresentando 98% a
100% de reagentes para um ou mais sorotipos de Tleptospi-

ra, incluindo a amostra L 10.



52

8. Referencias Bibliograficas



h3

ARAGEO, B.H., 1917. Sobre a pesquisa do Spirochaeta
ictenohaemom&hagiae nos ratos do Rio de Janeiro.

Brasil Med., Rio de Janeiro, 31:219-23.

KVILA, F.A., 1976. Comunicacao pessoal. (Faculdade de
Medicina Veterinaria e Agronomia de Jaboticabal"Prof.
Antonio Ruete" Jaboticabal, Sao Paulo).

BARBOSA, M. &  HIPOLITO, 0., 1952. Leptospina
icternohaemonnhagiae em ratos (Rattus norvegicus) em

Belo Horizonte. Arq. Esc. Sup. Vet. U.R.E.M.G., Be-

lo Horizonte, 5:12-5.

CACCHIONE, R.A.; CASCELLI, E.; MARTINEZ, EvS+3
ZUBERBUHLER, J.M., 1966. Leptospirosis en animales
silvestres. Aislamiento de wuna cepa de Leptospira
canicofa de un peludo(Chaetophracius villosus). Rev.

Invest. Gan., Buenos Aires, 5:51-5.

CARRILLO, C.G.; MEYERS, D.M.; SZYFRES, B., 1972. Bataviae
group Leptospirae isolated from armadillos in Argen-

tina. Trop. Geogr. Med., Haarlem, 24:377-81.




54

CASTRO, A.F.P.; SANTA ROSA, C.A. & TROISE, C., 1961.
Preas (Cavia aperae azarae, Lich)-|Rodentia-Cavidae)
como reservatorio de Leptospira em S3ao Paulo. Isola-

mento de LepZospira Licierohaemorrhagiae. Ara. Inst.

Biol., Sao Paulo, 28:219-23.
CHANG, S.L., 1947. Culture medium for leptospiras. J.
Infect. Dis., Chicago, 81:28-34.

COFFIN, D.L. & MAESTRONE, G., 1962. Detection of
Teptospires by fluorescent antibody. Am. J. Vet. Res.
Schaumburg, 23:159-64,

CORREA, M.0.H.; HYAKYTAKE, S.; NATALE, V.; GALVEO, P.A.
A. & AGUIAR, H.A,, 1965/67. Estudos sobre a

Leptospina wolffi em S3o Paulo. Rev. Inst. Adolfo

Lutz, Sao Paulo, 25/27:11-25,

COONS, A.H, & KAPLAN, M.H., 1950. Localization of
antigen in tissue cells. Improvements in a method
for detection of antigen by means of fluorescent
antibody. J. Exp. Med., New York, 91:1-13,

COONS, A.H., 1956. Histochemistry with labelled
antibody. Int. Rev. Cytol., New York, 5:1-21,

CoX, C.D. & LARSON, A.D., 1957. Colonial growth of
leptospirae. J. Bacteriol., Washington, D.C., - 73:

587-9,.



55

FLETCHER, W., 1928, Recent work on leptospirosis,
Tsutsugamuchi disease and tropical typhys in the

Federated Malaya State. Trans. R. Soc. Trop. Med.

Hyg., London, 21:265-73.

GALTON, M.M.; MENGES, R.W.; SHOTTS Jr., E.B.; NAHMIAS,
A.J.; HEATH, C.W., 1962. Leptospirosis. Epidemiology
clinical manifestation in man and animals, and

methods in laboratory diagnosis. Public.Hea]th;Serv.,

951, Washington, D.C.

HODGES, R.T. & EKDAHL, M.0., 1973. Use of fluorescent
antibody technique for the serological serotypes in
culture and bovine urine. N.Z. Vet. J., Wellington,
21:109-15,

LUNA, L.G. ed., 1968. Manual of histologic staining
methods of the Armed Forces Institute of Pathology.
3 ed. New York, Mc Graw-Hill, pag. 238.

McKEEVER, S.; GORMAN, G.W.; CHAPMAN, J.F.; GALTON, M.M.:
POWER, D.K., 1958. 1Incidence of leptospirosis in
wild mammals from Southwestern Georgia with report
of news hosts for six serotypes of leptospires. Am,

J. Trop. Med., Lawrence, 7:646-75.



56

MICHNA, S.W. & CAMPBELL, R.S.F., 1969, The isolation of
Leptospina sejroe from the kidneys of aborting cattle.
Vet. Rec., London, 84:83-6.

MICHNA, S.W. & CAMPBELL, R.S.F., 1970. Leptospirosis in

wild animals. J. Comp. Pathol., Liverpoo],'EQ:]Ol-G.

MOULTON, J.E. & HOWARTH, J.A., 1957. The demonstration
of Lepfospina canicofa in hamster kidney by means of

fluorescent antibody. Cornell Vet., Ithaca, 47:524~

32,
REINHARD, K.R. & HADLOW, W.J., 1954, Experimental
bovine Teptospirosis: pathological, hematological

and serological studies. Proc. Annu. Meet. Am. Vet.

Med. Ass., Seatle, 91:203-6.
REIS, R.; RYU, E. & PENA, C.M., 1973, Pesquisa de aglu-
tininas anti-leptospira em bovinos e su¥nos em Mi-

nas Gerais, Brasil. Arqg. Esc. Vet. U.F.M.G., Belo

Horizonte, 25:11-4,
ROTH, E.. & GALTON, M.M., .1960, Isolation and
identification of Leptospina hardjo from cattle in

Louisiana. Am. = J. “Vet,  Res., Schaumburg, 21:

422-7 .



57

ROTH, E.E.; GREER, B.; MOORE, M.; NEWMAN, K.; SANFORD.
G.E.; ADAMS, W.V., 1964. Serological analysis of
the new related leptospiral serotypes isolated in

Louisiana. Zoonoses Res., New York, 3:31-8.

RYU, E., 1970. Rapid microscopic agglutination test for
leptospira based on 400 X magnification of darkfield

examination, Taiwan J. Vet. Med. Anim. Husb,, Taipei,

17331=9.
SANGER, L.L:z:s; - DANDY, A.H.3 FIZETTE, W.B.:; BOHL, E.H.;
FERGSON, L.C., 1961. Leptospira pomona; infection in

hamster. Cornell Vet., Ithaca, 51:489-98.

SANTA ROSA, C.A.; CASTRO, A.F.P,; SILVA, A.S.; TERUYA,
J.M., 1969/70. Nove anos de leptospirose no Institu-

to Biologico de Sao Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

Sao Paulo, 29/30:19-27.

SANTA ROSA, C.A., 1970. Leptospirose em animais silves-
tres; 1isolamento de um novo sorotipo, brasiliensis,
no sorogrupo bataviae. Sao Paulo, Faculdade de Cien-
cias Medicas e Biologicas de Botucatu. (Tese).

STALHEIM, O0.H.V., 1967. ‘Vaccination against leptospi-
rosis protection of -hamster and swine against renal
leptospirosis by killed but intact Gamma-irradiated
or Dihydrostreptomycin-expoéed Leptospina pomona.

Am. J.

-—

Vet. Res., Schaumburg, 28:1971-6.



58

STALHEIM, 0.H.V.,1968. Vaccination agains leptospirosis;
immunogenicity of viable avirulent L. pomona in
hamster, swine and cattle. Am. J. Vet. Res.,
Schaumburg, 29:473-8.

STUART, R.D., 1946. The preparation and use of a simple

culture medium for leptospirae. J. Pathol. Bacteriol.,

London, 58:343-9.
SULLIVAN, N.D. & STALLMAN, N.D., 1969. The isolation of
a strain of Leptospira serotype hardjo from cattle
in Queensland. Aust. Vet. J., Artarmon, 45:281-3.
SZYFRES, R.; SALZER, C.R. & GALTON, M.M., 1967. A new
leptospiral serotype in the bataviae serogroup from

Argentina. Trop. Geogr. Med., Haarlem, 19:344-6.

WHITE, F.H. & RISTIC, M., 1959. Detection of
in guinea pig and bovine urine with fluorescein-

labeled antibody. J. Infect. Dis., Chicago, 105:118-

3.



