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BARBANTE, P. Isolamento e Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

para Leptospira spp. em amostras renais e hepáticas de ovinos 

sorologicamente positivos e negativos para leptospirose, abatidos em 
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Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.   

RESUMO  

Nos últimos anos a ovinocultura reapareceu na região Sudeste, principalmente 

no estado de São Paulo, como solução econômica para os pecuaristas. 

Entretanto, havendo um estado sanitário deficiente na criação, pode-se haver a 

instalação de doenças nos rebanhos e diminuição na produção, como ocorre 

na leptospirose, uma das zoonoses mais representativas. Com o intuito de 

estudar a presença de Leptospira spp. nos rebanhos ovinos, foram colhidas 

100 amostras sanguíneas e os respectivos fragmentos de fígado e rim dos 

animais de 20 diferentes propriedades, durante o abate em um frigorífico da 

região de Sorocaba/SP. Pela prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM) 

obteve-se 23 amostras sorológicas positivas (23%) para um ou mais sorovares 

de Leptospira spp., com prevalência do sorovar Autumnalis. Para a pesquisa 

do agente em fragmentos de fígado e rim, 100 amostras de cada tecido foram 

cultivadas em meio de Fletcher, obtendo-se oito (4%) amostras positivas, 

sendo quatro para rim e quatro para fígado. Destes, cinco animais 

apresentaram sorologia positiva (um animal positivo simultaneamente para 

fígado e rim) e dois negativos. Com a prova de Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) para Leptospira spp. houve positividade em 14 (7%) 

amostras, sendo sete de rim e sete de fígado. Destes, dez eram animais 

positivos sorologicamente (dois animais positivos simultaneamente para fígado 

e rim) e dois negativos. Em relação a técnica de cultivo em meio de Fletcher®, 

a prova PCR demonstrou-se mais rápida, prática e sensível na detecção de 

leptospira. Pelos resultados obtidos ressalta-se a importância da espécie ovina 

no contexto epidemiológico da leptospirose. 

Palavras chave: Cultivo, Leptospirose, Ovinos, PCR, SAM.
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BARBANTE, P.Isolation and Polymerase Chain Reaction (PCR) of Leptospira 

spp. in renal and liver samples from serologically leptospirosis positive and 

negative ovine from an abattoir serving São Paulo State, Brazil.Botucatu, 2010. 

119p. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista 

 

ABSTRACT 

In recent years, sheep farming has reappeared in the Southeast region. 

However, having a deficient sanitary state, disease can appear in flocks and 

production reduce, which occurs with leptospirosis. With the aim of studying 

Leptospira spp. in sheep herds, 100 blood samples and respective kidney and 

liver fragments were collected from animals from 20 different properties during 

slaughter at a meat company in the Sorocaba region, SP, Brazil. The 

microscopic agglutination test (MAT) found 23 serologically positive samples for 

one or more Leptospira spp. serovars, with an antileptospire antibody 

occurrence rate of 23% and more significantly for the Autumnalis serovar. To 

study the agent in the liver or kidney, 100 samples of each tissue were 

submitted to culture in Fletcher medium using the Pasteur pipette method and 

analysed by the Polymerase Chain Reaction test, obtaining 12 positive animals 

considering both agent detection techniques. The Leptospira spp. cultures 

presented eight positive samples (four kidney and four liver), corresponding to 

five animals with positive serology (one animal simultaneously positive for both 

kidney and liver) and two negatives. PCR detected Leptospira in 14 samples 

(seven kidney and seven liver) corresponding to 12 positive animals (two 

animals simultaneously positive for kidney and liver), of these, ten were 

serologically positive and two negative.PCR was faster, more practical and 

sensitive than culture for detecting leptospire.  Our results stress the importance 

of ovine specie in the epidemiological context of leptospirosis, acting as disease 

reservoirs and carriers for the environment and for rural and meat process 

workers.  

Keywords: Leptospirosis; Ovine; MAT; Culture; PCR. 
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1. INTRODUÇÃO    
Nos últimos anos, a ovinocultura reapareceu na região Sudeste do 

Brasil, principalmente no estado de São Paulo, como solução econômica para 

os pecuaristas de pequeno e médio porte. A atividade despertou maior atenção 

de governantes, técnicos e produtores, acarretando mudanças significativas em 

alguns segmentos desta atividade, podendo-se destacar a intensificação da 

pesquisa voltada para a produção de animais e beneficiamento de seus 

produtos, crescimento do nível de organização dos produtores, aumento da 

absorção de novas tecnologias, maior atuação dos agentes financeiros para 

facilitar o acesso ao crédito e, o mais importante, aumento da demanda por 

produtos derivados de ovinos (CARVALHO, 2006). 

O rebanho brasileiro de ovinos é de aproximadamente 17 milhões de 

cabeças, segundo análise do Instituto FNP. Estes dados nos mostram que a 

ovinocultura está em franca expansão em praticamente todo o país, 

expandindo-se para as regiões onde não havia tradição na exploração 

econômica desses animais, apontando um cenário em que a tendência da 

atividade é aumentar a sua importância e sua efetiva participação no produto 

interno bruto (PIB) do agronegócio brasileiro (MARTINS, 2007). 

Tem-se verificado ainda não só um aumento no efetivo dos rebanhos, 

mas também, no número de propriedades envolvidas nesta atividade. De 

acordo com especialistas, a principal causa é o aumento na demanda de carne 

ovina consumida, mais especificamente da carne de cordeiro, observada nos 

centros de maior consumo, como a região da Grande São Paulo e, ainda, em 

cidades de maior porte do interior, tais como Campinas, Ribeirão Preto, 

Sorocaba, Bauru e São José do Rio Preto (OVINOS, 2006). 

É evidente o potencial de crescimento econômico que esta atividade 

pode atingir futuramente, considerando que o Brasil apresenta grande extensão 

territorial e condições climáticas adequadas à criação de ovinos, produzindo 

carne de qualidade, com preços atrativos, que pode atender não apenas ao 

mercado interno, mas também ao externo, gerando empregos e renda a toda a 

cadeia produtiva de carne ovina (SIMPLÍCIO e SIMPLÍCIO, 2006).
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Com a sensibilização dos produtores para a necessidade de trabalhar 

em conjunto para viabilizar a atividade, o setor tem-se organizado para tornar a 

atividade competitiva no mercado e buscar um produto de qualidade. 

Entretanto, um estado sanitário deficiente na criação, juntamente com a 

ausência ou uso inadequado de tecnologias, pode levar a uma baixa produção 

e instalação de doenças nos rebanhos, sendo a comercialização da carne 

destes animais um risco à saúde pública (SIMPLÍCIO e SIMPLÍCIO, 2006). 

Uma das enfermidades mais representativas no tocante às doenças de 

caráter zoonótico, com grande importância econômica nos animais de 

produção é a leptospirose, doença infecto-contagiosa que ocasiona queda na 

produção de leite, abortamentos e baixa fertilidade. Além disso, constitui sério 

problema para saúde pública e está relacionada às características sócio-

econômicas, às enchentes e também aos aspectos ocupacionais em humanos 

(CORRÊA e CORRÊA, 1992). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA    
As leptospiras são microrganismos pertencentes à ordem 

Spirochaetales, família Leptospiraceae, gênero Leptospira. O gênero era 

somente dividido em duas espécies, segundo reações sorológicas mais ou 

menos específicas em: L. biflexa, constituído de sorovares não patogênicos de 

comportamento saprófita e L. interrogans, agrupando todos os sorovares 

patogênicos (FAINE, 1982). 

Em 2007, na reunião do Subcomitê de Taxonomia da Leptospiraceae 

realizada no Equador, L. interrogans foi reclassificada em 13 espécies 

patogênicas de Leptospiras: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. 

inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. 

santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffi, distribuídas em mais de 260 

sorovariedades agrupadas em 23 sorogrupos (ADLER e DE LA PEÑA 

MOCTEZUMA, 2010). 

As espiroquetas são bactérias gram-negativas que se apresentam como 

espirais delgadas, móveis, flexíveis, unicelulares, medindo de 0,1 a 0,3µm de 

diâmetro e 6 a 20µm de comprimento. A parede externa da célula bacteriana é 

composta por membrana completamente coberta de flagelos periplasmáticos 

que compõe o filamento axial ou endoflagelo, o qual permite movimentos de 

saca-rolhas “spin” e de flexão-extensão, facilitando a mobilidade bacteriana no 

ambiente (QUINN et al., 1994). São aeróbicos obrigatórios e em cultivos 

desenvolvem-se com relativa lentidão. A multiplicação ocorre em torno de sete 

a 12 horas (BADKE, 2001).  

O cilindro helicoidal (corpo celular) consiste de material nuclear, 

citoplasma, membrana citoplasmática e a porção de peptidioglicano da parede 

celular. O flagelo periplasmático é envolvido pelo cilindro e está no espaço 

periplasmático celular. A porção final de cada flagelo está inserida próxima a 

um pólo de cilindro protoplasmático firmemente aderido por estruturas 

denominadas discos de inserção. O ponto distal de cada flagelo se estende 

para o centro da célula e pode se sobrepor por flagelos originados no pólo 

oposto (QUINN et al., 1994; LEVETT, 2001). 

As leptospiras são sensíveis ao ressecamento, congelamento, salinidade 

da água e variação de pH. A bactéria é inativada em pH inferior a 6 ou superior 

a 8, temperaturas ambientais inferiores a 7ºC  ou superiores a 36ºC 
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(RADOSTITS et al., 2007), ao calor úmido 121°C por no mínimo 15 minutos e  

à pasteurização (OIE, 2006).  Podem ser inativadas pelo hipoclorito de sódio 

1%, álcool etílico a 70%, glutaraldeído, formaldeído, detergentes e pelos ácidos 

(OIE, 2006).  

A leptospirose é uma das zoonoses mais difundidas mundialmente. 

Ocorre em países desenvolvidos e emergentes, assumindo importância global 

devido aos grandes surtos que são relatados em todo o mundo. Atualmente é 

reconhecida como doença infecciosa re-emergente. Compreender sua 

epidemiologia é uma das etapas fundamentais para a adição de medidas 

preventivas que consequentemente diminuirão o risco da transmissão 

(ZAVITSANOU e BABATSIKOU, 2008). 

A incidência é significativamente mais elevada em países de clima 

quente (tropicais) do que em regiões temperadas. Isto se deve principalmente 

pela sobrevivência prolongada das leptospiras em ambientes quentes e 

úmidos. Além disso, na maioria dos países tropicais em desenvolvimento há 

maior oportunidade de exposição da população humana aos animais infectados 

(animais domésticos, de produção ou silvestres) (LEVETT, 2001; BHARTI et 

al., 2003) e ambientes contaminados, principalmente em períodos chuvosos 

(verão). A sua maior ocorrência também está relacionada às regiões pobres 

com deficiência no saneamento básico, que permite a proliferação de roedores 

domésticos e contato com águas contaminadas. 

 Os animais infectados são classificados em hospedeiros definitivos ou 

de manutenção (reservatórios), aos quais se atribui a persistência do ciclo 

enzoótico ou como hospedeiros incidentais (RADOSTITS et al., 2007).  

Cada sorovar tem seus hospedeiros preferenciais, porém uma espécie 

animal pode albergar um ou mais sorovares (BADKE, 2001). O hospedeiro de 

manutenção tem maior suscetibilidade à infecção, desenvolver a infecção 

crônica nos túbulos renais. Assim, a excreção urinária (leptospirúria) poderá ser 

intermitente ou contínua. 

No ecossistema rural e urbano os roedores sinantrópicos desempenham 

o papel de principais reservatórios da doença, pois albergam a Leptospira nos 

rins, eliminando-as vivas pela urina no meio ambiente, que contamina água, 

solo e alimentos. Dentre os roedores sinatrópicos comensais (Rattus 

norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus), Rattus norvegicus merece 
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destaque, pois é portador clássico do sorovar Icterohaemorrhagiae, o mais 

patogênico ao homem (FUNASA, 2002; SHIMABUKURO, 2003). Nesta 

condição, a relação hospedeiro-parasita revela uma condição de equilíbrio nas 

qual estes animais usualmente não apresentam nenhum sinal da infecção 

(BADKE, 2001).  

A transmissão ocorre entre os animais e destes para o homem, por 

mecanismo direto e indireto. Animais e humanos adquirem a infecção a partir 

de animais infectados, contaminando o pasto, a água e os alimentos com urina, 

pelos fetos abortados e corrimentos uterinos, contato sexual, inseminação 

artificial e neonatos viáveis, que podem abrigar a infecção por várias semanas 

após o nascimento (BHARTI et al., 2003; AVELAR et al., 2004; BHARADWAJ, 

2004).  A transmissão entre seres humanos é rara (LEVETT, 2001).  

A prevalência de diferentes sorovares de Leptospira causando doença 

dentro de uma população depende dos reservatórios animais, como os animais 

sinantrópicos, domésticos e silvestres, e do sorovar presente, bem como de 

fatores do meio ambiente, ocupação e práticas agrícolas (BHARTI et al., 2003). 

Nos animais de produção, têm sido evidenciadas leptospiras tanto na 

urina como no sêmen e em secreções vaginais, caracterizando nestas 

espécies como susceptíveis a doença relacionada à esfera reprodutiva 

(LILENBAUM et al., 2008). Segundo Corrêa e Corrêa (1992), ovinos são 

considerados hospedeiros acidentais do sorovar Hardjo por adquirirem a 

infecção por contato com bovinos doentes. Entretanto, ovinos com altos títulos 

sorológicos que não apresentaram contato com bovinos doentes apresentaram 

leptospirúria por até 11 meses. 

A ocorrência de Leptospira spp. nos ovinos parece ser comum na 

maioria dos países do mundo, particularmente em rebanhos que utilizam 

sistemas de manejo extensivo, em que a criação das ovelhas ocorre 

juntamente com bovinos, possibilitando a infecção pelo contato direto com a 

urina ou pela água contaminada nos bebedouros coletivos (ELLIS et al., 1983; 

ELLIS, 1994). 

Gordon (1980) e Hathaway (1981) concluíram que, apesar dos ovinos 

apresentarem certa resistência ao estado de doença, infectavam-se por 

Leptospira spp. pelas águas e pastagens contaminadas, principalmente pelo 

sorovar Hardjo importante na criação de bovinos e, uma vez estabelecida a 
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infecção, os animais atuavam como hospedeiros, portadores e eliminadores da 

bactéria na urina por mais de dois meses. 

A epidemiologia da leptospirose em ovinos é complexa e a bactéria pode 

infectar grande número de animais do rebanho. Entretanto, pode tornar-se 

endêmica para pequeno número de sorovares, estando relacionada àqueles 

mais adaptados aos ovinos (ELLIS, 1994). 

O microrganismo penetra no organismo do hospedeiro ao entrar em 

contato diretamente com a urina ou tecidos infectados, ou indiretamente pela 

água ou solo contaminado, podendo ocorrer também pela pele intacta após 

imersão prolongada na água. A infecção ocorre principalmente através da pele 

lesionada por cortes ou abrasões, ou por  membranas mucosas, tais como: 

nasofaríngea, bucal, genital  ou conjuntival. A inalação de água ou aerossóis 

pode resultar em infecção através das mucosas do sitema respiratório. As 

leptospiras são altamente patogênicas em virtude da produção de enzimas 

citolíticas,endotoxinas de atividades reduzida e pela multiplicação no endotélio 

dos vasos (LEVETT, 2001; ZUNINO e ROLLANDO, 2007). 

Após a invasão tecidual, as leptospiras difundem-se rapidamente na 

circulação sanguínea, multiplicando-se ativamente no interstício e nos humores 

orgânicos como sangue, linfa e líquor, caracterizando quadro agudo e 

septicêmico (leptospiremia), disseminando-se em seguida aos diferentes 

órgãos ou sistemas, produzindo diferentes manifestações clínicas (ZUNINO e  

ROLLANDO, 2007) .  

 A fase de leptospiremia ocorre entre um a sete dias da infecção e cessa 

com o aparecimento de anticorpos circulantes. Em seguida, há migração e 

persistência das leptospiras nos tecidos, especialmente nos túbulos renais 

proximais, onde podem persistir por semanas a anos, ou persistindo em certos 

hospedeiros por toda sua vida. A persistência por longos períodos resulta nas 

lesões renais e, no caso do trato genital das fêmeas, este representa local 

privilegiado, no qual o agente fica protegido da imunidade humoral 

(RADOSTITS et al., 2007). 

A patogênese da forma subaguda assemelha-se a forma aguda com 

exceção de que a reação é mais branda. Acomete todas as espécies, embora 

seja mais comum em bovinos e eqüinos. A forma crônica ocorre em animais 

convalescentes após a forma aguda e está associada com danos renais e 
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hepáticos, que prejudicam o crescimento do animal. Já a localização das 

leptospiras no trato reprodutivo resulta em infecção da placenta. Na infecção 

aguda do feto e, ocasionalmente na leptospirose congênita, ocorrem 

abortamentos, natimortos e nascimento de animais fracos. Após a expulsão do 

feto, pode haver eliminação de leptospiras pelas descargas uterinas e a 

persistência da bactéria nas tubas uterinas por até 22 dias após o parto 

(RADOSTITS et al., 2007). 

Por ser uma doença de curso agudo a crônica, a maioria dos casos em 

ovinos cursa de forma assintomática (GOMES, 2009; ADLER e DE LE PEÑA 

MOCTEZUMA, 2010), provavelmente em virtude da infecção do animal por um 

sorovar adaptado ao hospedeiro. Alguns autores consideram que os ovinos 

atuam como hospedeiros acidentais, infectando-se por sorovariedades 

comumente encontradas em outros animais domésticos e silvestres encontrado 

na região (ELLIS, 1994). 

Os sinais clínicos são relacionados frequentemente a doença renal e 

hepática ou à deficiência reprodutiva. A leptospirose em ovinos é similar à 

doença em bovinos. É caracterizada por febre, anorexia, icterícia intensa, 

hemoglobinúria, anemia, sinais nervosos e ocasionalmente morte (PUGH, 

2004). 

Problemas reprodutivos podem ocorrer como abortamento no terço final 

da gestação, nascimento de cordeiros fracos, natimortos e a infertilidade. Desta 

forma, têm causado impacto econômico para a agropecuária, com alta 

mortalidade nos rebanhos, abortamentos, natimortos, infertilidade e redução na 

produção de leite (BHARTI et al., 2003; OIE, 2006). 

 Na leptospirose aguda os ovinos apresentam quadro septicêmico, 

incluindo febre, apatia, dispnéia, intolerância ao exercício, fraqueza e morte 

(CEBRA e CEBRA, 2004). 

Ellis et al. (1994) constatou que a bactéria determinava aos ovinos uma 

enfermidade de caráter sistêmico que interfere na reprodução, na lactação das 

ovelhas e na sobrevida de cordeiros. A maioria das perdas reprodutivas estava 

diretamente relacionada aos sorovares Hardjo e Pomona e pequeno número de 

casos aos sorovares Ballum e Grippotyphosa. 

Na infecção aguda, verificou-se que, em ovinos criados em regime de 

engorda, a infecção pelo sorovar Grippotyphosa foi letal e a deteriorização 
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física em animais infectados foi a causa principal de perdas. Na forma crônica 

pôde ocorrer manifestação de perda de massa corpórea. Os abortamentos 

foram registrados como o único sinal clínico na infecção pelo sorovar Hardjo e 

na forma aguda da infecção pelo sorovar Pomona. A agalactia foi observada 

em ovelhas lactantes e manifestações clínicas de encefalite foram devido à 

presença de leptospiras no tecido nervoso de ovinos. A infecção pelo sorovar 

Pomona foi a mais comum e a causa principal da maioria da leptospirose 

clínica em ovinos (RADOSTITS et al., 2007).  

As leptospiras são encontradas em todo o mundo, no entanto, certos 

sorovares parecem ter uma distribuição geográfica limitada. Diversos estudos 

foram realizados e demonstram que a infecção nessa espécie são comuns, 

podendo servir como hospedeiro de manutenção, principalmente da Hardjo 

(COUSINS et al., 1989). Encontra-se na literatura diversos inquéritos 

sorológicos realizados na espécie ovina em várias localidades do mundo.  

Em estudos realizados na Inglaterra e País de Gales os sorovares 

encontrados foram Autumnalis, Hardjo, Bratislava e Hebdomadis (HATHAWAY  

et al., 1982). Na Espanha, entre 1970 a 1985, Leon-Vizcaino et al. (1987) 

relataram a ocorrência de 973 surtos de abortamento em ovinos, dos quais 

1,7% eram causados por leptospiras. Em 11 rebanhos de ovinos (64,7%) 

avaliados no estudo, foi detectado como agente causal o sorovar Pomona; em 

três rebanhos (17,6%) o sorovar Sejroe; em dois rebanhos pelo sorovar 

Icterohaemorrhagiae e, em um rebanho, pelo sorovar Grippothyphosa. 

 Em trabalho realizado por Ahl et al. (1992), nos Estados Unidos, os 

sorovares encontrados foram Autumnalis, Ballum, Bataviae e Bratislava. 

Segundo Zamora et al. (1999), no Chile, detectou-se soropositividade de 5,7%  

e os sorovares encontrados foram Icterohaemorrhagiae, Autumnalis e Hardjo. 

Na Itália pesquisa realizada por Ciceroni et al. (2000) destacaram os sorovares 

Castellonis, Sejroe, Hardjobovis, Copenhageni e Cynopteri. 

Em estudos feitos em Vojvodina, na Sérvia, analisando-se os 

abortamentos infecciosos em ovinos, constatou que, cerca de 3,2% eram 

causados por leptospiras, reforçando a leptospirose como causas de 

abortamento infeccioso em ovinos (VIDIC et al., 2007). 

Dorjee et al. (2008), na Nova Zelândia, analisaram ovinos abatidos em 

frigorífico, demonstrando-se que o sorovar Hardjobovis foi o mais prevalente e 
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que os animais sororreagentes apresentaram 21,7 vezes maior probabilidade 

de resultarem em cultura positiva do que os soronegativos. 

 A infecção de ovinos foi detectada no Brasil, pela primeira vez, por 

Santa Rosa e Castro (1963), em animais procedentes do estado de São Paulo, 

nos quais foram encontrados 34% de animais reagentes para vários sorovares 

de Leptospira spp.  

Estudos sorológicos foram realizados posteriormente, por Viegas et al. 

(1980), na Bahia encontrando-se 22,8% de ovinos reagentes, principalmente 

para os sorovares Autumnalis, Castellonis, Grippotyphosa e Tarassovi. Em 

outro trabalho realizado na Bahia, Caldas et al. (1986), observaram 34,7% de 

ovinos reagentes de uma amostragem de 800 animais examinados, sendo os 

sorovares mais freqüentes Autumnalis, Castellonis e Butembo. Já Langoni et 

al. (1995),  pesquisaram aglutininas antileptospiras em 356 soros de ovinos de 

diferentes regiões do Estado de São Paulo, tendo-se encontrado: 

Icterohaemorrhagiae (51,25%); Castellonis (20,63%), Hardjo (19,36%); 

Bratislava (16,25%); Andamana e Wolffi (11,88%); Copenhageni (8,75%); 

Grippotyphosa (4,34%); Pomona (2,5%) e Tarassovi (0,63%).  

Pesquisa feita por Favero et al. (2002), em São Paulo, verificaram 0,7% 

de positividade em soros de ovinos, destacando-se os sorovares 

Icterohaemorrhagiae, Butembo, Castellonis e Hebdomadis como reagentes. 

No Estado do Rio Grande do Sul, foi verificado que, pela técnica de 

Soroaglutinação Microscópica (SAM), das 1360 amostras de soros testadas, 

466 (34,26%) animais foram reagentes e os títulos de aglutininas 

antileptospiras variavam de 100 a 3200. Os sorovares encontrados foram 

Hardjo (28,4%), Sentot (16,8%); Hardjoprajitno (14,5%), mostrando que a 

Leptospira spp. está disseminada na maioria das fazendas que criam ovinos 

nas mesorregiões Sudeste e Sudoeste do Rio Grande do Sul (HERRMANN et 

al., 2004).  

Azevedo et al. (2004a), no Rio Grande do Norte, verificaram que 3,5% 

dos animais eram soropositivos, sendo que os sorovares mais prováveis foram 

Castellonis (57,1%), Autumnalis (28,6%) e Pomona (14,3%). Em anos 

seguintes Silva et al. (2007), analisaram ovinos abatidos em Pelotas, no estado 

do Rio Grande do Sul, observando-se 20,5% de soropositividade para o 

sorogrupos Autumnalis, Bataviae, Sejroe e Icterohaemorrhagiae em 44 ovinos 
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pesquisados. Lilenbaum et al. (2009) em pesquisa no Rio de Janeiro relataram 

que os sorovares de maior importância encontrados foram Hardjo e Shermani. 

Em estudo realizado por Escócio et al. (2008), foi analisado o perfil 

sanitário de rebanhos de ovinos criados exclusivamente ou consorciados com 

bovinos na região de Sorocaba/SP. Foi verificado que, dentre as enfermidades 

analisadas, a leptospirose demonstrou grande importância, tendo em vista que 

todos os rebanhos foram reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira 

spp., sendo que, em apenas quatro rebanhos de criação exclusiva de ovinos a 

prevalência foi do sorovar Autumnalis, seguido por Pyrogenes e em sete 

rebanhos com criação consorciada (ovino/bovino) a prevalência foi do sorovar 

Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Javanica. 

Cardoso et al. (2008) determinaram a condição sanitária dos rebanhos 

de caprinos e ovinos na região sudoeste do Estado de São Paulo, tendo-se 

verificado que, dos 100 ovinos analisados para leptospirose pela técnica de 

SAM, 15% foram reagentes, sendo os sorovares mais prevalentes 

Icterohaemorrhagiae (26,6%), seguido de Pyrogenes, Wolffi e Hardjo (13,3%) e 

pelo sorovar Bratislava, Castellonis, Canicola e Hardjo (6,6%).  

Em estudo realizado no Distrito Federal, por Melo (2010), verificou-se 

que, de 157 ovinos analisados 3% eram soropositivos, tendo como sorovar 

reagente o Hardjoprajitno.  

Análises realizadas em soros de 334 ovinos de Uberlândia/MG 

revelaram soroprevalência de 22,2%, tendo-se os sorovares mais frequentes o 

Hardjo (23,6%), Autumnalis (22,4%), a associação dos sorovares Hardjo e 

Wolffi (17,9%) e Grippotyphosa (14,4%) (SALABERRY, 2010). 

O diagnóstico laboratorial da leptospirose deve ser baseado nos 

achados clínico-epidemiológicos, associados aos resultados de exames 

laboratoriais (BADKE, 2001). Estes podem ser complexos e envolvem exames 

diretos e indiretos de diagnóstico. Os testes indiretos detectam anticorpos anti-

leptospiras e os diretos investigam antígenos de leptospiras ou ácidos 

nucléicos de leptospiras em tecido de animais ou fluido corporal. A escolha do 

teste dependerá da espécie animal (teste de rebanho ou teste individual) e do 

método disponível na região (OIE, 2006).  

 Na fase aguda, durante o período febril, as leptospiras podem ser 

encontradas no sangue, linfa, urina, sêmen, leite e nos líquidos cérebro-
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espinhais, torácicos ou peritoneais, bem como em fragmentos de órgãos 

colhidos por ocasião de necropsia (fígado, rim, pulmão) e em produtos de 

abortamento (feto e placenta) (BRASIL, 1999). Para tentativa de visualização 

das leptospiras, podem ser realizadas as técnicas de exame direto em 

microscopia de campo escuro; provas tintoriais como a impregnação pela prata 

(Levaditi, Fontana-Tribondeau) e a imunofluorescência direta (OIE, 2006). 

Outros métodos incluem a técnica de isolamento por cultivo em meio semi-

sólido de Fletcher ou o isolamento por inoculação em animais de laboratório 

(hamster ou cobaia jovem) (VASCONCELLOS, 1979). Todas estas técnicas 

são laboriosas e usualmente aplicam-se em casos individuais ou para animais 

de alto valor econômico (BRASIL, 1999). 

Técnicas mais atuais para pesquisa de leptospiras em fluidos têm 

empregado os testes de ELISA ou imunohistoquímica. Os resultados obtidos 

com estas técnicas ampliam a capacidade de detecção das leptospiras íntegras 

ou fragmentadas, pois o agente é detectado com auxílio de anticorpos 

específicos marcados com enzimas como a peroxidase ou com fluoresceína 

(SAGLAM, 2008; GOMES, 2009). 

Os testes sorológicos são os mais comumente utilizados como métodos 

de diagnóstico para a leptospirose. O teste de Soroaglutinação Microscópica 

(SAM) é considerado padrão-ouro no diagnóstico e o método de referência da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (FAINE, 1982). Consiste na utilização 

de culturas de bactérias vivas como antígeno, utilizando sorovares 

representativos de acordo com o conhecimento epidemiológico regional 

(GALTON et al., 1965; COLE et al., 1973). 

O teste de SAM é capaz de detectar anticorpos, tanto na fase aguda 

como na fase crônica da doença, e o título 100 é comumente aceito como 

ponto de corte. Esta técnica é utilizada principalmente no diagnóstico da 

doença provocada por sorovares acidentais, os quais não estão adaptados ao 

hospedeiro ou em casos da doença aguda, causadas por sorovares adaptados 

ao hospedeiro. O teste tem menor utilidade no diagnóstico da doença crônica 

em hospedeiros de manutenção, já que a resposta dos anticorpos à infecção 

pode ser reduzida na infecção crônica ou persistir em infecções subclínicas 

(OIE, 2006). 
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As provas sorológicas apresentam certa dificuldade quanto à 

interpretação de resultados, em virtude da limitação na determinação dos 

sorovares infectantes em estudos epidemiológicos, devido às reações 

cruzadas. No diagnóstico sorológico, o sorovar infectante e a condição clínica 

envolvida devem ser considerados. Animais infectados podem abortar ou 

serem portadores renais ou genitais com títulos menores que 100 na SAM. Tal 

fato ocorre devido aos níveis de anticorpos séricos declinarem até os valores 

indetectáveis em animais com infecções persistentes (OIE, 2006). 

 A primeira resposta sorológica relacionada à infecção é a produção de 

imunoglobulina M (IgM), que aumenta rapidamente, mas declina até as 

concentrações indetectáveis por volta da quarta semana após a infecção. Em 

uma ou duas semanas de infecção aparecem as imunoglobulinas G (IgG), as 

quais após três meses constituem-se em 80% dos anticorpos detectados pelo 

teste de SAM. O título da SAM atinge pico entre 11 a 21 dias após a infecção, 

podendo variar na titulação de 3200 a concentrações indetectáveis. O titulo da 

SAM declina gradualmente durante cerca de 11 meses, mas a persistência é 

variável (RADOSTITS et al., 2007). 

Outra preocupação é a inabilidade da SAM em diferenciar títulos de 

anticorpos após a vacinação, de títulos que se formam após a infecção natural, 

já que estes títulos podem ser semelhantes. Entretanto, os títulos de anticorpos 

após a infecção são mais elevados e persistem por maior período comparado 

aos títulos pós-vacinais. Além disso, animais vacinados contra leptospirose 

podem ter anticorpos contra os sorovares presentes na vacina. Portanto, é 

importante considerar o histórico de vacinação dos animais testados. A 

vacinação difundida contribui significativamente no número de animais 

soropositivos e pode mascarar a presença da infecção crônica no rebanho 

(OIE, 2006). 

A cultura de leptospiras de fluidos e tecidos corporais tem sido indicada, 

mas esta técnica pode levar mais de seis meses, é muito laboriosa e apresenta 

baixa taxa de isolamento (OLIVEIRA, 1994). Por outro lado, o isolamento do 

microrganismo de portadores renais é muito útil em estudos epidemiológicos 

para determinar quais sorovares estão presentes em uma espécie animal e, em 

particular, em um grupo de animais ou em determinada localização geográfica 

(ELLIS, 1992).  
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 A leptospirose, além de doença relacionada às condições ambientais e 

sócio-econômicas, tem forte caráter ocupacional. Azevedo et al. (2004b) 

alertaram para a transmissão da doenças em trabalhadores de abatedouros 

pela manipulação de órgãos e carcaças de animais infectados. 

No Brasil há poucos relatos a respeito de isolamentos de leptospira em 

ovinos, demonstrando a importância desta espécie no contexto epidemiológico 

da leptospirose. Na tentativa de isolamento de leptospiras de rins de ovinos 

abatidos em matadouro do município de Patos, no estado da Paraíba, Azevedo 

et al. (2004b) utilizaram 80 animais sem sinais clínicos aparentes de 

leptospirose e obtiveram o isolamento de Leptospira spp. de quatro amostras 

de tecido renal pela técnica de pipeta Pasteur, indicando-os como possíveis 

fontes de infecção do agente, expondo os magarefes à infecção. 

Em estudo realizado por Silva et al. (2007), em ovinos abatidos em 

Pelotas, no estado do Rio Grande do Sul, foi obtido o isolamento de Leptospira 

noguchii, do sorogrupo Autumnalis, sendo o primeiro relato feito no Brasil 

dessa espécie em ovinos, destacando a importância desses animais como 

possíveis reservatórios de leptospiras patogênicas e a sua implicação à saúde 

pública. 

 Para a determinação da ocorrência da leptospirose infecção ou doença, 

indica-se a associação de métodos diagnósticos, baseado na combinação de 

provas sorológicas e bacteriológicas para o isolamento (LARSSON et al., 

1984), entre outros disponíveis, como a imunohistoquímica ou, mais 

recentemente, provas envolvendo biologia molecular para a pesquisa do DNA 

do agente. 

A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido utilizada como 

método diagnóstico capaz de detectar leptospiras e outros microrganismos em 

amostras biológicas, tais como urina (LILENBAUM et al., 2009), líquor 

(MÉRIEN et al., 1992), leite (BALAKRISHNAN et al., 2009), sêmen e fluido 

vaginal (LILENBAUM et al., 2008), humor aquoso (FABER et al., 2000) e 

ovócitos (MAGAJEVSKI, 2007). 

A PCR é uma alternativa diagnóstica, por ser um teste rápido e além 

disso, evita a necessidade de manipulação frequente de bactérias viáveis e, 

baseado na amplificação de um segmento de DNA da leptospira, tem a 
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possibilidade de melhorar a sensibilidade das técnicas diagnósticas em fase 

precoce da infecção e/ou doença (SHIMABUKURO, 2003). 

Outra vantagem da técnica de PCR decorre do fato de não ser 

necessária a viabilidade dos patógenos para a realização da mesma, o que 

permite a inativação e o armazenamento das amostras, bem como de sua 

aplicação em amostras mal conservadas (GINGERAS et al., 1990).  

Em pesquisa realizada por Magajevski e Gírio (2008), na avaliação da 

sensibilidade da PCR frente a quatro técnicas para extração de DNA de 

Leptospira interrogans sorovar Pomona em sêmen bovino experimentalmente 

contaminado, relatou-se que a escolha correta do método de extração de DNA 

é fundamental para o sucesso da pesquisa de patógeno por esta técnica. 

Estudos feitos por Lilenbaum et al. (2009), no Rio de Janeiro  

confirmaram que a  técnica da PCR pode ser um método indicado para o 

diagnóstico de ovinos portadores da leptospiras, na detecção do agente na 

urina de ovinos, tendo em vista o encontro do agente em seis animais de 40 

ovinos analisados.  Neste sentido, a utilização de diferentes técnicas 

diagnósticas em pesquisas epidemiológicas atua complementarmente e podem 

contribuir significativamente para o estudo do micorganismo.   

Portanto, tendo em vista a importância da ovinocultura como um 

segmento econômico crescente dentro do agronegócio brasileiro, torna-se 

necessário avaliar o estado sanitário dos rebanhos, em particular em relação à 

leptospirose, a qual constitui-se em zoonose de extrema importância em saúde 

pública.
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3. OBJETIVOS 

 

• OBJETIVO GERAL: 

� Estudar a ocorrência da leptospirose em ovinos abatidos em 

frigorífico, procedentes de propriedades localizadas em 

municípios do Estado de São Paulo. 

 

 

• OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

� Verificar a ocorrência de anticorpos antileptospiras, pela técnica 

de Soroaglutinação Microscópica (SAM), em ovinos destinados 

ao abate em frigorífico, procedentes de 20 diferentes 

propriedades localizadas em municípios do Estado de São Paulo;  

� Verificar a participação de ovinos sorologicamente positivos e 

negativos, na fase aguda e/ou crônica pela detecção do agente a 

partir de fragmentos de fígado e rim, empregando-se as técnicas 

de isolamento em meio de Fletcher® e pela Reação em Cadeia 

pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.; 

� Comparar os resultados entre as provas de Soroaglutinação 

Microscópica (SAM), a detecção de Leptospira spp. pela técnica 

de isolamento em meio de Fletcher® e a técnica de Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. a partir de 

fragmentos de fígado e rim. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Autorização para realização do estudo 

 O presente estudo foi devidamente apresentado a Câmara de ética em 

experimentação animal da FMVZ – UNESP- Botucatu, tendo sido aprovado em 

oito de abril de 2008, protocolo, número 95/2008 - CEEA (Anexo 1).  

As colheitas biológicas dos ovinos foram autorizadas pelos responsáveis 

do frigorífico onde os animais foram abatidos. 

 

4.2. Locais de execução dos procedimentos laboratoriais 

O procedimento de obtenção do soro dos animais e a técnica de cultivo 

dos fragmentos de fígado e rim em meio de Fletcher® foram realizados no 

Laboratório de Hepatites Virais e Leptospirose do Laboratório Regional do 

Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba/SP, com a devida autorização da instituição 

(Anexo 2), devido à proximidade com o frigorífico onde foram coletados os 

materiais. 

As técnicas de Soroaglutinação Microscópica (SAM) e o 

acompanhamento das leituras dos cultivos em meio de Fletcher® foram 

realizados no Laboratório de Sanidade Animal da Unidade de Pesquisa de 

Bauru/SP, pertencente ao Pólo de Desenvolvimento Tecnológico dos 

Agronegócios do Centro Oeste, órgão vinculado à Agência Paulista 

Tecnológica dos Agronegócios (APTA), Secretaria da Agricultura e 

Abastecimento (SAA). 

A prova de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira 

spp., foi realizada no Laboratório de Diagnósticos de Zoonoses (LDZ) do 

Núcleo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO), Departamento de Higiene 

Veterinária e Saúde Pública da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

– FMVZ – UNESP – Botucatu. 

 

4.3. Animais 

 Foram utilizados no estudo, 100 ovinos de diferentes raças, dos quais 53 

eram machos e 47 fêmeas. Destes, 65 animais eram jovens (cordeiros) e 35 

adultos (Quadro 1). 

 Os animais eram procedentes de 20 propriedades localizadas em 

diferentes municípios do Estado de São Paulo (Quadro 2 e Figura 1). Foram 
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utilizados cinco animais de cada propriedade, constituindo-se em vinte lotes, 

identificados com letras de A a U. 

 Todos os animais foram destinados ao abate em um frigorífico localizado 

em Boituva/SP, onde foram coletadas as amostras biológicas. 

 

QUADRO 1 - Distribuição dos ovinos segundo a propriedade, sexo e idade. 

Botucatu/SP, 2010. 

PROPRIEDADE 
SEXO IDADE 

MACHO FÊMEA JOVEM ADULTO 

A 5 0 5 0 

B 1 4 5 0 

C 4 1 5 0 

D 1 4 5 0 

E 2 3 5 0 

F 2 3 0 5 

G 4 1 0 5 

H 2 3 0 5 

I 5 0 5 0 

J 5 0 5 0 

L 1 4 5 0 

M 0 5 0 5 

N 5 0 5 0 

O 5 0 5 0 

P 0 5 0 5 

Q 5 0 5 0 

R 3 2 0 5 

S 3 2 0 5 

T 0 5 5 0 

U 0 5 5 0 

TOTAL 53 47 65 35 
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QUADRO 2 – Municípios de procedência dos ovinos abatidos e pesquisados 

para leptospirose pelas técnicas de Soroaglutinação Microscópica (SAM), 

cultivo em meio de Fletcher® e Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para 

Leptospira spp. Botucatu/SP, 2010. 

PROPRIEDADE MUNICÍPIO/ESTADO DE PROCEDÊNCIA 

A Piedade/SP 

B Boituva/SP 

C São Manuel/SP 

D Itu/SP 

E Piedade/SP 

F São Sebastião da Grama/SP 

G Atibaia/SP 

H Atibaia/SP 

I Tabapuã/SP 

J Botucatu/SP 

L Neves Paulista/SP 

M Itapetininga/SP 

N Itupeva/SP 

O Cachoeira Paulista/SP 

P São Miguel Arcanjo/SP 

Q Itapetininga/SP 

R Itu/SP 

S São Sebastião da Grama/SP 

T Mococa/SP 

U Boituva/SP 
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4.4. Colheita de amostras biológicas 

4.4.1. Sangue 

Imediatamente após a fase de sangria, foram colhidos em tubos de vidro 

estéreis aproximadamente 10 mL de sangue de cada animal. Os tubos foram 

devidamente identificados com o número de cada animal e acondicionados sob 

temperatura de refrigeração em caixa isotérmica com gelo reciclável até a 

chegada ao Laboratório de Hepatites Virais e Leptospirose do Laboratório 

Regional do Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba/SP. As amostras de sangue foram 

dessoradas após a retração do coágulo e centrifugadas a 3000 rpm por 10 

minutos. Cada amostra de soro obtido foi acondicionada em microtubos de 1,5mL, 

devidamente identificados e mantidos em freezer a -20ºC até o momento da 

realização da prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM). 

 

4.4.2. Fígado e Rim 

 Durante a linha de abate na fase de evisceração, foram colhidos 

assepticamente um fragmento do fígado e um dos rins (direito ou esquerdo). 

Estes foram acondicionados individualmente em sacos plásticos, devidamente 

vedados e identificados, sob temperatura de refrigeração em caixa isotérmica com 

gelo reciclável, e encaminhados ao Laboratório de Hepatites Virais e Leptospirose 

do Laboratório Regional do Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba/SP, para a 

realização imediata da técnica de cultivo e meio de Fletcher®.  

Um fragmento de cada órgão, pesando entre 5 a 50mg, foi acondicionado 

em microtubos estéreis de 1,5mL livres de DNAse e RNAse, contendo 1,0 mL de 

solução salina tamponada (PBS) pH 7,2 estéril,  para posteriormente serem 

utilizados para a extração do DNA e posterior Reação em Cadeia pela Polimerase 

(PCR) para Leptospira spp. os quais foram mantidos em freezer a -20ºC até o 

momento de processamento. 

 

4.5. Exames realizados 

4.5.1. Soroaglutinação microscópica (SAM) 

 A prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM) foi realizada segundo as 

normas do Ministério da Saúde (BRASIL, 1999). Cada amostra de soro foi diluída 

inicialmente a 1:50 em solução salina tamponada pH 7,2 como ponto de corte 

positivo e testada para 29 sorovares de Leptospira spp., considerando-se como 
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positiva aquela que apresentou 50% ou mais de aglutinações em relação ao 

controle. As amostras positivas ao título inicial foram de 1:100, novamente 

diluídas sucessivamente na razão dois e testadas para os sorovares que reagiram 

anteriormente. O título final foi aquele que ainda apresentou 50% ou mais de 

aglutinação (FAINE, 1982). 

  Como antígenos, foram utilizados culturas vivas de Leptospira spp., 

mantidas em estufa a 29ºC, temperatura ideal para o seu desenvolvimento, com 

quatro a 14 dias de crescimento, diluídas na proporção 1:3 em solução salina 

tamponada pH 7,2, e que não apresentassem contaminantes e nem auto-

aglutinação. Os 29 sorovares utilizados foram mantidos por repiques semanais 

em meio de cultura líquido de Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), 

a saber: 1A (Australis), 1B (Bratislava), 2A (Autumnalis), 2B (Butembo), 3 

(Castellonis), 4A (Bataviae), 5 (Canicola), 6B (Whitcombi), 7 (Cynopteri), 8A 

(Djasiman), 8B (Sentot), 9 (Grippotyphosa), 10 (Hebdomadis), 11A 

(Copenhageni), 11B (Icterohaemorrhagiae), 12 (Javanica), 13 (Panama), 14A 

(Pomona), 15 (Pyrogenes), 16A (Hardjo), 16B (Wolffi), 17 (Shermani), 18 

(Tarassovi), 19 (Andamana),  21 (Patoc), PRA (Hardjoprajitno), MIN (Mini), CTG 

(HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis). 

 

4.5.2. Cultura em meio de Fletcher® 

Os fragmentos de fígado e rim utilizados para o cultivo foram processados 

segundo Passos et al. (1988).  Em capela de fluxo laminar, devidamente 

esterilizada com álcool 70% e sob ação de luz ultravioleta durante 30 minutos, o 

fragmento hepático, bem como o de rim (um de cada animal) foram submetidos à 

desinfecção, utilizando-se de álcool iodado a 2% e realizando-se cauterização 

superficial com espátula de metal. Em seguida, os mesmos foram perfurados com 

auxílio de pipeta Pasteur estéril. O material obtido foi cultivado em três tubos de 

meio de cultura Fletcher®, sendo que, dois em meio de Fletcher® acrescido de 

100µg de 5-fluorouracil/mL e de 2,5 µg de neomicina e um em meio Fletcher® 

sem antibiótico, incubados a 28ºC a 30ºC por 16 semanas. As leituras foram 

realizadas quinzenalmente após a semeadura, colocando-se 20µL da amostra de 

meio de cultura de cada tubo entre lâmina e lamínula, considerando-se amostras 

positivas quando da visualização de espiroquetas móveis em microscopia de 
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campo escuro, no aumento de 400X, e/ou quando houvesse o desenvolvimento 

bacteriano com a formação do anel de opalescência. 

 

4.5.3. Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

4.5.3.1. Preparo das amostras para a extração do DNA 

 Os fragmentos de fígado e rim, que estavam armazenados a -20ºC em 

microtubos foram descongelados a temperatura ambiente. Os mesmos foram pré-

triturados com o auxílio de pinça e bisturi estéreis e acondicionados em 

microtubos de 1,5 mL livres de DNAse e RNAse. Adicionou-se às amostras 1mL 

de PBS 7,2 estéril  e centrifugou-se a 19.000 g por 30 minutos a 4ºC, em ambos 

os fragmentos, segundo Heinemann et al. (2000) com algumas adaptações para 

lavagem do tecido. Descartou-se o sobrenadante e ao botão celular adicionado-se 

50µL de PBS 7,2 estéril. Em seguida, procedeu-se a maceração com o bio-

vortexer (Biospec Inc.) e centrifugou-se a 2.000 g por 10 segundos. 

 

4.5.3.2. Extração e purificação do DNA 

A partir das amostras de fígado e rins, procedeu-se à extração de DNA 

utilizando-se o kit IllustraTM Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit (GE 

Healthcare®), conforme recomendações do fabricante. 

 

4.5.3.3. Amplificação do DNA 

 Os iniciadores foram descritos por Mérien et al. (1992) os quais amplificam 

331pb, como segue:  

LEP 1 (5’ GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3') 

LEP 2 (5’ TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’) 

 A amplificação do DNA foi realizada segundo a adaptação descrito por 

Mérien et al. (1992). As reações de PCR foram realizadas em microtubos de 

0,2mL com volumes totais de 25,0µL, sendo 2,5µL de solução tampão de PCR 

(50mM  KCl, 10mM Tris-HCl pH 8,0), 0,75µL de MgCl2 (1,5mM), 0,5µL de solução 

de dNTP (0,2mM), 0,5µL de Taq Platinum DNA (1U) (Invitrogen®), 0,5µL de cada 

iniciador (10ρM), 17,75µL de água ultrapura e 2µL de  DNA da amostra obtida no 

final da extração a 10ng. 
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 A preparação foi realizada em termociclador Mastercycler gradient 

(Eppendorf), com o seguinte perfil de ciclagem: 94ºC por três minutos, 30 ciclos 

de 94ºC por um minuto, anelamento a 63ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC por 

dois minutos, incluindo-se dez minutos adicionais a 72ºC ao final para completar a 

extensão dos segmentos amplificados. 

 

4.5.3.4. Eletroforese  

 A visualização dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de 

eletroforese. Para tanto preparou-se gel de agarose a 1,5% adicionado de 1µL/mL 

de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®). Foram utilizados 15µL do produto de 

PCR e como marcador de peso molecular 4µL de 100pb ladder (Invitrogen®). 

Para todas as amostras foram adicionados 2µL de uma solução de Blue Juice Gel 

Loading (Invitrogen®). O gel foi submetido a corrida eletroforética em cuba 

horizontal HE99 (GE-Healthcare) contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09m de ácido 

bórico e 0,001M de EDTA) e a voltagem de  100V por aproximadamente uma 

hora utilizando a fonte Electrophoresis Power Supply Model EPS 301 (GE-

Healthcare). O gel foi visualizado no transluminador de luz UV e a imagem 

capturada pelo sistema GelDoc-It Imaging System foi documentada utilizando-

se software Vision Works®LS.  

 

4.6. Controles 

  Para cada sequência de extração e purificação, foram utilizadas controles 

positivos e negativos para a técnica Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR).  

Para isso foram preparadas suspensões de fígado e rim, contaminadas com L. 

interrogans sorovar Pyrogenes, na concentração de 2,0x104 leptospiras/mL, como 

controle positivo. Para o controle negativo foi utilizada água ultrapura. 

 

4.7. Sensibilidade analítica  

 A técnica de extração e purificação, PCR e eletroforese foram testadas nas 

diferentes amostras de tecido (fígado e rim) sabidamente negativas, através da 

contaminação das amostras com L. interrogans sorovar Pyrogenes, nas 

concentrações de aproximadamente 2,0x100; 2,0x101; 2,0x102; 2,0x103 e 2,0x104 



 

microrganismos por mililitros de suspensão de cada amost

(SHIMABUKURO, 2007) 

 

FIGURA 2 – Detecção de DNA de 

Polimerase (PCR), em amostra de fígado e rim

experimentalmente. Botucatu/SP, 2010. Legenda: F10

leptospiras/mL; F103 - Amostra de fígado com 10

fígado com 102 leptospiras

Amostra de fígado com 100 

R103 – Amostra de rim com 10

leptospiras/mL; R101 – Amostra de rim com 10

com 100 leptospira/mL; nas laterais padrão de p

(Invitrogen®). 

 

4.8. Análise estatística 

 O procedimento utilizado para a análise estatística

distribuição de frequências das variáveis, cruzamentos entre as variáveis e teste 

de proporção de concordância das respostas dicotômicas, considerando o nível 

de 5% de significância (NORMAN e STREINER, 1994).
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por mililitros de suspensão de cada amost

(SHIMABUKURO, 2007) (Figura 2). 

Detecção de DNA de Leptospira spp. pela Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR), em amostra de fígado e rim de ovinos

experimentalmente. Botucatu/SP, 2010. Legenda: F104 - Amostra de fígado com 10

Amostra de fígado com 103 leptospiras/mL; F10

s/mL; F101 - Amostra de fígado com 101  leptospira
0 leptospira/mL; R104 – Amostra de rim com 10

m com 103 leptospiras/mL; R102 – Amostra de rim com 10

Amostra de rim com 101 leptospiras/mL; R100 

; nas laterais padrão de peso molecular 100 pares de bases 

 

O procedimento utilizado para a análise estatística

ências das variáveis, cruzamentos entre as variáveis e teste 

de proporção de concordância das respostas dicotômicas, considerando o nível 

cia (NORMAN e STREINER, 1994). 
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por mililitros de suspensão de cada amostra de órgão 

 
Reação em Cadeia pela 

de ovinos contaminada 

Amostra de fígado com 104 

/mL; F102 - Amostra de 

leptospiras/mL; F100 - 

Amostra de rim com 104 leptospiras/mL; 

Amostra de rim com 102 

0 – Amostra de rim 

eso molecular 100 pares de bases (pb) 

O procedimento utilizado para a análise estatística baseou-se na 

ências das variáveis, cruzamentos entre as variáveis e teste 

de proporção de concordância das respostas dicotômicas, considerando o nível 
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5. RESULTADOS    
5.1. Sorologia – Soroaglutinação microscópica (SAM) 

 Dentre as 20 propriedades pesquisadas, 13 (65%) apresentaram pelo 

menos um animal com sorologia positiva. Do total de 100 amostras de soro 

analisadas pela prova Soroaglutinação Microscópica (SAM), 23 (23%) foram 

reagentes para um ou mais de um sorovar de Leptospira spp. (Tabela 1). 

 

TABELA 1 – Relação das 13 propriedades que apresentaram ovinos reagentes à 

técnica de Soroaglutinação Microscópica (SAM) para leptospirose, dentre as 20 

testadas. Botucatu/SP, 2010. 

PROPRIEDADE 
Nº DE 

ANIMAIS/PROPRIEDADE 

Nº DE ANIMAIS 

POSITIVOS 

A 5 1 

C 5 1 

D 5 2 

E 5 2 

F 5 1 

G 5 2 

H 5 2 

J 5 1 

L 5 3 

M 5 3 

Q 5 1 

R 5 1 

U 5 3 

TOTAL 65 23 

 

Dos 29 sorovares de Leptospira spp. testados, apenas nove (31%) foram 

reagentes. Dezenove animais (82,6%) foram reagentes para o sorovar 

Autumnalis, com títulos variando de 100 a 1600 (Tabela 2). Outros sorovares 

reagentes foram Butembo (n=2), Castellonis (n=1), Djasiman (n=1), 

Grippothyphosa (n=1), Icterohaemorrhagiae (n=1), Wolffi (n=1), Patoc (n=3) e 

Hardjo Prajitno (n=1), com títulos variando de 100 a 200 (Gráfico 1). O título 

maior obtido foi de 1600 para o sorovar Autumnalis, em um único animal.  



 

GRÁFICO 1 – Distribuição em porcentagem, dos sorovares reagentes à prova de 

Soroaglutinação Microscópica (SAM) para leptospirose,

procedentes de diferentes municípios do Estado de São Paulo. Botucatu/SP, 

2010.  

Nas propriedades

todos apresentando título

animais foram reagentes, um apresentando título 200 para sorovar Autumnalis e 

200 para Patoc. Já nas 

foram reagentes, com um 

sorovar Autumnalis. 

Na propriedade J

Autumnalis. Na propriedade L,

apresentando título 100 e outro título 

terceiro animal foi reagente pa

título 100 para Butembo.

Na propriedade M, três animais foram reagentes, com um apresentando 

título 100 para o sorovar Autumnalis, outro título 200 para o sorovar Wolffi e o 

terceiro animal reagente para dois sorovares, com título 200 para os sorovares 

Autumnalis e Patoc. 

Distribuição em porcentagem, dos sorovares reagentes à prova de 

Soroaglutinação Microscópica (SAM) para leptospirose, em 23 soro

procedentes de diferentes municípios do Estado de São Paulo. Botucatu/SP, 

s A, C e F, um animal de cada propriedade foi reagente

todos apresentando título 100 para o sorovar Autumnalis.  Na propriedade E, dois 

animais foram reagentes, um apresentando título 200 para sorovar Autumnalis e 

200 para Patoc. Já nas propriedades D, G e H, dois animais de cada localidade 

um apresentando título 100 e o outro título 200 para o

Na propriedade J, um animal apresentou título 200 para o sorovar 

propriedade L, três animais foram reagentes, com um 

apresentando título 100 e outro título 200, ambos para os sorovar Au

eagente para dois sorovares, com título 200 para

Butembo. 

Na propriedade M, três animais foram reagentes, com um apresentando 

título 100 para o sorovar Autumnalis, outro título 200 para o sorovar Wolffi e o 

reagente para dois sorovares, com título 200 para os sorovares 

Autumnalis 

Patoc - 13,0 %

Butembo 

Castellonis 

Djasiman 

Grippotyphosa 

Icterohaemorrhagiae 

Wolffi - 4,3%

Hardjoprajitno 
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Distribuição em porcentagem, dos sorovares reagentes à prova de 

23 soros de ovinos 

procedentes de diferentes municípios do Estado de São Paulo. Botucatu/SP, 

 

de cada propriedade foi reagente, 

Na propriedade E, dois 

animais foram reagentes, um apresentando título 200 para sorovar Autumnalis e 

de cada localidade 

100 e o outro título 200 para o 

200 para o sorovar 

reagentes, com um 

200, ambos para os sorovar Autumnalis.   O 

200 para Autumnalis e 

Na propriedade M, três animais foram reagentes, com um apresentando 

título 100 para o sorovar Autumnalis, outro título 200 para o sorovar Wolffi e o 

reagente para dois sorovares, com título 200 para os sorovares 

Autumnalis - 82,6%

13,0 %

Butembo - 8,6%

Castellonis - 4,3%

Djasiman - 4,3%

Grippotyphosa - 4,3%

Icterohaemorrhagiae - 4,3%

4,3%

Hardjoprajitno - 4,3%
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Na propriedade Q, um animal foi reagente com título 100 para o sorovar 

Djasiman e, na propriedade R, um animal apresentou título 200 para o sorovar 

Autumnalis. Já na propriedade U, três animais foram reagentes, com um 

apresentando título 100 para o sorovar Hardjoprajitno e outro com título 100 para 

o sorovar Autumnalis e título 100 para o sorovar Castellonis.  O terceiro animal foi 

reagente para cinco sorovares diferentes, com título 1600 para o sorovar 

Autumnalis, título 100 para o sorovar Butembo, título 100 para Grippothyphosa, 

título 200 para Icterohaemorrhagiae e título 100 para o sorovar Patoc (Tabela 2)
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5.2. Cultura em meio de Fletcher® 

Dentre os 100 ovinos avaliados, sete (7%) apresentaram cultivo positivo 

e, dentre as 20 propriedades pesquisadas, cinco (25%) apresentaram ovinos 

com cultura positiva para leptospirose em pelo menos um animal. Dos 200 

fragmentos de fígado e rim submetidos ao cultivo em meio de Fletcher® com 

ou sem antibiótico, 192 (96%) foram negativos e oito (4%) foram positivos. 

Destes, quatro (2%) foram positivos apenas em relação aos fragmentos 

hepáticos (três em cultura adicionada de antibiótico e um em cultura sem 

antibiótico) e quatro (2%) foram positivos apenas para amostras renais (três em 

cultura com antibiótico e um sem antibiótico). Apenas um dos sete animais com 

cultura positiva apresentou ao cultivo em meio de Fletcher® positividade nos 

fragmentos de fígado e rim simultaneamente.  

A distribuição dos sete animais positivos de acordo com o órgão 

examinado e propriedade avaliada pode ser apreciada na tabela 3. 

 

TABELA 3 - Distribuição de sete ovinos positivos à cultura em meio de 

Fletcher®, segundo o órgão examinado e propriedade de origem. Botucatu/SP, 

2010. 

PROPRIEDADE 

Nº DE ANIMAIS 
ESTUDADOS/ Nº DE 

ANIMAIS 
POSITIVOS 

CULTURA 

FÍGADO RIM 

A 5/2 1 1 

G 5/2 2 0 

H 5/1a 1 1 

J 5/1 0 1 

R 5/1 0 1 

TOTAL  4 4 
a Animal com cultura positiva para fígado e rim 

 

Em todos os ovinos com cultivo positivo a partir de fragmentos de fígado 

e/ou rim, foram visualizados à microscopia de campo escuro espiroquetídeos 

com movimento espiralado característico, em culturas contendo ou não 

antibióticos. 
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Dois animais da propriedade A, apresentaram cultivo positivo em meio 

de cultura contendo antibiótico, tanto nos cultivos de fígado quanto de rim. Já 

na propriedade G, dois animais, apresentaram cultivo positivo em meio de 

cultura contendo antibiótico, nos cultivos hepáticos. Na propriedade H, um 

animal apresentou cultivo positivo em meio de cultura sem antibiótico, tanto de 

fragmento de fígado quanto de rim. 

Já nas propriedades J e R, um ovino de cada localidade apresentou 

cultivo positivo a partir de fragmento de rim, em meio de cultura contendo 

antibiótico. 

 Todas as leituras dos cultivos em meio de cultura de Fletcher® foram 

realizadas após um mês de incubação, em estufa bacteriológica a 29ºC e 

posteriormente incubadas em temperatura ambiente em caixas de isopor e em 

microscopia de campo escuro, durante quatro meses, sendo as leituras 

realizadas quinzenalmente. Não foram observadas nos tubos de cultivo, tanto 

com ou sem antibióticos, a presença da formação de anel de opalescência 

(zona de Dinger). Os cultivos positivos foram visualizados microscopicamente 

apenas pela presença de espiroquetídeos com movimento em espiral 

característico. 

 

5.3. Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

 Dentre os 100 ovinos avaliados, 12 (12%) apresentaram positividade à 

técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., 

sendo que dentre as 20 propriedades estudadas, em oito (40%) apresentaram 

animais positivos por esta técnica em pelo menos um animal. Dos 200 

fragmentos de fígado e rim submetidos à PCR, 186 (93%) foram negativas e 14 

(7%) foram positivas. Destas sete (3,5%) foram positivas apenas para as 

amostras de fragmentos hepáticos e sete (3,5%) foram positivas apenas para 

amostras de fragmentos renais. Dos 12 animais positivos, dois apresentaram 

positividade à PCR para em fragmentos de fígado e rim simultaneamente.  

A distribuição dos 12 animais positivos de acordo com o órgão 

examinado e procedência pode ser apreciada na tabela 4. 
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TABELA 4 - Distribuição de 12 ovinos positivos à Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) para Leptospira spp. segundo o órgão examinado e 

procedência. Botucatu/SP, 2010. 

 
PROPRIEDADE 

 

Nº DE ANIMAIS 
ESTUDADOS/ Nº DE 

ANIMAIS 
POSITIVOS 

PCR 

FÍGADO RIM 

A 5/2a 2 1 

G 5/2 2 0 

H 5/2a 2 1 

J 5/1 0 1 

M 5/1 0 1 

Q 5/1 0 1 

R 5/2 0 2 

U 5/1 1 0 

TOTAL  7 7 
a  Animal com PCR positivo para fígado e rim 

 

Nas propriedades A e H, dois animais foram positivos à prova de 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., com um 

apresentando positividade em ambos os órgãos testados e o outro positividade 

em amostra hepática. 

Dois animais, da propriedade G, foram positivos à PCR, ambos em 

fragmento hepático. Já nas propriedades J, M e Q, um animal de cada 

localidade, apresentaram fragmentos renais positivos à PCR. 

Dois animais da propriedade R, foram positivos à PCR, nas amostras 

renais. Já na propriedade U, um animal foi positivo ao exame de Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., em fragmento hepático. 

A figura 3 ilustra os resultados de amplificação de 331pb de Leptospira 

spp., pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores LEP 1 e LEP2. 



 

FIGURA 3 – Produtos de amplificação a partir dos fragmentos de fígado e rim

de 12 ovinos, pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

Leptospira spp. de oito 

Paulo. Legenda: 1- 331 pares de base (pb) (Invitrogen); 2

A2R; 5-G1F; 6-G2F; 7- 

R1R; 14- R2R; 15- U1F; 16 

 

5.4. Relação entre as técnicas utilizadas

Do total de 20 propriedades analisadas, observou

haviam animais reagente

utilizadas. Do total de 

máximo de ovinos reagente

À prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM), 23

foram reagentes, sete animais

meio de Fletcher® e 12 

fígado positivos à técnica de

Leptospira spp. (Tabela 

 

 

 

 

de amplificação a partir dos fragmentos de fígado e rim

pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

diferentes propriedades localizados no Estado de São 

331 pares de base (pb) (Invitrogen); 2- A1F; 3

 H1F; 8-H1R; 9- H2F; 10-J1R; 11- M1R; 12

U1F; 16 – Controle Positivo; 17- Controle Negativo.

elação entre as técnicas utilizadas 

Do total de 20 propriedades analisadas, observou-se que

reagentes a pelo menos uma das provas diagnósticas

de cinco animais analisados por propriedade

de ovinos reagentes foi de três.  

À prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM), 23 animais

animais (7%) foram positivos à técnica de 

e 12 ovinos (12%) apresentaram fragmentos de rim e/ou 

à técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Tabela 5). 
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de amplificação a partir dos fragmentos de fígado e rim 

pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para 

localizados no Estado de São 

A1F; 3- A2F; 4- 

M1R; 12- Q1R; 13- 

Negativo. 

se que, em 13 (65%) 

provas diagnósticas 

por propriedade o número 

animais (23%) 

ica de cultivo em 

apresentaram fragmentos de rim e/ou 

olimerase (PCR) para 
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TABELA 5 – Resultados obtidos das técnicas diagnósticas, em relação à 

procedência e animais estudados. Botucatu/SP, 2010. 

PROPRIEDADE 

ANIMAIS 
ANALISADOS / 

ANIMAIS 
REAGENTES 

PROVAS POSITIVAS 

SAM CULTURA PCR 

A 5/2 1 2 2 

B 5/0 - - - 

C 5/1 1 - - 

D 5/2 2 - - 

E 5/2 2 - - 

F 5/1 1 - - 

G 5/2 2 2 2 

H 5/2 2 1 2 

I 5/0 - - - 

J 5/1 1 1 1 

L 5/3 3 - - 

M 5/3 3 - 1 

N 5/0 - - - 

O 5/0 - - - 

P 5/0 - - - 

Q 5/1 1 - 1 

R 5/2 1 1 2 

S 5/0 - - - 

T 5/0 - - - 

U 5/3 3 - 1 

TOTAL  23 7 12 

Legenda: SAM – Soroaglutinação Microscópica; PCR – Reação em Cadeia 

pela Polimerase para Leptospira spp. 
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Do total de 100 ovinos, 75 (75%) foram negativos em todas as provas 

realizadas; 13 animais (13%) foram positivos somente à sorologia; quatro 

animais (4%) foram positivos à sorologia e ao cultivo e/ou PCR de rim; quatro 

animais (4%) positivos à sorologia e ao cultivo e/ou PCR de fígado; dois 

animais (2%) positivos à sorologia e ao cultivo e/ou PCR de rim e fígado 

simultaneamente; um animal (1%) negativo à sorologia e positivo ao cultivo 

e/ou PCR de rim e um animal (1%) negativo à sorologia e positivo ao cultivo 

e/ou PCR de fígado (Tabela 6). 

TABELA 6 - Cruzamento entre todas as variáveis diagnósticas utilizadas: 

cultivo de fígado, cultivo de rim, sorologia, PCR de fígado e PCR de rim. 

Botucatu/SP 2010. 

CULTIVO 
FÍGADO* 

CULTIVO 
RIM* 

SOROLOGIA* 
PCR 

FÍGADO* 
PCR 
RIM* 

Nº DE 
ANIMAIS 

- - - - - 75 

- - + - - 13 

- - + - + 3 

- + + - + 1 

- + - - + 1 

- + + + + 1 

+ + + + + 1 

+ - - + - 1 

- - + + - 2 

+ - + + - 2 

TOTAL     100 

Legenda: (+) positivos; (-) negativos;  

*Cultivos em meio de Fletcher® com e sem antibiótico;  

*Sorologia pela técnica de Soroaglutinação Microscópica (SAM); 

* Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

 Dentre os cruzamentos das técnicas utilizadas e sua proporção de 

concordância os resultados obtidos nas técnicas de cultura e PCR em ambos 

os tecidos (fígado e rim) apresentaram uma proporção de concordância de 

0,97, considerada boa (p<0,0001 e p<0,001). Em relação à sorologia frente às 
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duas técnicas de detecção do agente (cultura e PCR) de ambos os tecidos a 

concordância foi considerada fraca com proporção 0,79; 0,82; 0,81 e 0,85 

(p<0,01) (Tabela 7). Todos os resultados foram estatisticamente significativos. 

 

TABELA 7 - Proporção de concordância das respostas segundo o cruzamento 

de interesse. Botucatu/SP, 2010. 

CRUZAMENTO 
PROPORÇÃO 

CONCORDÂNCIA 
VALOR DE p 

Cultura de fígado X PCR fígado 0,97 p< 0,0001 

Cultura de rim X PCR rim 0,97 p< 0,001 

Cultura de fígado X Sorologia 0,79 p< 0,01 

Cultura de rim X Sorologia 0,79 p< 0,01 

PCR fígado X Sorologia 0,82 p< 0,001 

PCR rim X Sorologia 0,82 p< 0,0001 

Cultura X Sorologia 0,81 p< 0,01 

PCR X Sorologia 0,85 p<0,001 

 

Nas tabelas 8 e 9, do total de 100 fragmentos de fígado e de 100 

fragmentos de rim avaliados, quatro foram positivos simultaneamente à cultura 

e à técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

e, em três fragmentos foram positivos somente à técnica de PCR. 

 

 TABELA 8 - Resultados de cultura de Leptospira spp. a partir de fragmentos 

hepáticos de 100 ovinos procedentes de 20 propriedades localizadas no 

Estado de São Paulo, segundo a técnica de Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) para Leptospira spp. Botucatu/SP, 2010. 

PCR FÍGADO 
CULTURA FÍGADO  

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

POSITIVO 4 3 7 

NEGATIVO 0 93 93 

TOTAL 4 96 100 
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TABELA 9 - Resultados de cultura de Leptospira spp. a partir de fragmentos 

renais de 100 ovinos procedentes de 20 propriedades localizadas no Estado de 

São Paulo, segundo à técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

para Leptospira spp. Botucatu/SP, 2010. 

PCR RIM 
CULTURA RIM  

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

POSITIVO 4 3 7 

NEGATIVO 0 93 93 

TOTAL 4 96 100 

  

 Dentre os resultados obtidos no cruzamento da sorologia frente ao 

cultivos e a PCR, observa-se que sensibilidade da técnica molecular foi 

superior à técnica de cultivo (Tabelas 10 e 11). 

 

TABELA 10 – Resultados dos 100 ovinos procedentes de 20 propriedades 

localizadas no Estado de São Paulo, sorologicamente positivos e negativos, 

frente ao cultivo de fragmentos de fígado e rim. Botucatu/SP, 2010. 

CULTIVO 
SOROLOGIA  

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

POSITIVO 5 2 7 

NEGATIVO 18 75 93 

TOTAL 23 77 100 

 Sensibilidade 22%; Especificidade 97% 
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TABELA 11 – Resultados dos 100 ovinos procedentes de 20 propriedades 

localizadas no Estado de São Paulo, sorologicamente positivos e negativos, 

frente à técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira 

spp. em fragmentos de fígado e rim . Botucatu/SP, 2010. 

PCR 
SOROLOGIA  

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

POSITIVO 10 2 12 

NEGATIVO 13 75 88 

TOTAL 23 77 100 

Sensibilidade 43%; Especificidade 97% 

 Os resultados gerais de todas as técnicas diagnósticas utilizadas neste 

estudo podem ser visualizados no apêndice 1. 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Sorologia – Soroaglutinação microscópica (SAM) 

Devido à dificuldade em se obter a prevalência da leptospirose no 

Estado de São Paulo nos rebanhos ovinos, este trabalho procurou verificar a 

presença da doença em diferentes propriedades, tomando como ponto 

estratégico a colheita de amostras biológicas em frigorífico. Apesar deste 

aspecto, permite-se que se tenha uma noção geral de sua ocorrência e pode-

se sugerir quais sorovares de Leptospira spp. possuem maior  importância na 

região de origem dos animais.  

De acordo com os resultados sorológicos obtidos, observou-se que, em 

65% das propriedades haviam animais reagentes a leptospirose, indicando que 

esta zoonose está presente na maioria dos rebanhos ovinos do Estado de São 

Paulo. Este fato demonstra a importância da doença nesses animais, tanto no 

impacto econômico negativo para os rebanhos, devido a queda de índices de 

fertilidade, aborto e nascimento de cordeiros fracos, bem como em relação aos 

aspectos de saúde pública, no tocante a seu aspecto ocupacional, pela 

interação direta do produtor e em alguns casos por integrantes da sua própria 

família, com estes animais durante a lida diária, bem como pelas atividades dos 

magarefes dos frigoríficos, durante o abate dos animais e contato direto com 

sangue e vísceras. 

A diferença de resultados sorológicos positivos e negativos observadas 

entre as propriedades pode ser consequência da sua variação geográfica, bem 

como devido as diferentes técnicas de manejo higiênico-sanitárias adotadas 

em cada propriedade. 

A sorologia positiva encontrada neste estudo pode estar relacionada 

desde o contato prévio com o agente etiológico sem o desenvolvimento da 

doença, até a presença de animais doentes e portadores. 

Em relação ao total de 100 animais estudados, 23 animais (23%) 

apresentaram soropositividade, concordando com estudo realizados por Viegas 

et al. (1980) na Bahia, que encontraram 22,8% de ovinos reagentes e 

Salaberry (2010), em Uberlândia/MG, revelando 22,2% dos animais como 

sororreagentes. Entretanto foram relatadas pesquisas com percentuais 

superiores aos encontrados neste estudo, como os trabalhos de Santa Rosa e 

Castro (1963) em São Paulo com 34%, Caldas et al. (1986) na Bahia com 
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34,7% e Herrmann et al. (2004), no Rio Grande do Sul  com 34,26%; e em 

trabalho realizado na Espanha por Leon-Vizcaino et al. (1987) com 64,7% de 

soropositividade.  

Percentuais inferiores ao encontrado neste estudo, foram relatados por 

Favero et al. (2000) em São Paulo, com 0,7%; Azevedo et al. (2004a) no Rio 

Grande do Norte com 3,5%; Silva et al. (2007) no Rio Grande do Sul com 

20,5%; Cardoso et al. (2008) na região sudoeste de São Paulo com 15%; Melo 

(2010) no Distrito Federal, com 3%; em trabalho descrito por Zamora et 

al.(1999), no Chile, com 5,7% e Vidic et al. (2007), na Sérvia, com 3,2% de 

animais sororreagentes. 

Estas variações podem ocorrer devido às diferentes condições de 

manejo, variações climáticas, precipitações pluviométricas de cada região e 

população de roedores favorecendo ou não a disseminação da leptospirose. 

Neste estudo, o sorovar mais frequente à técnica de Soroaglutinação 

Microscópica (SAM) foi Autumnalis. Este resultado se assemelha a 

investigações feitas por Viegas et al. (1980) e  Caldas et al. (1986) na Bahia, 

relatando que o sorovar mais freqüente foi o Autumnalis, e em trabalho de 

Escócio et al. (2008), que estudaram a soroprevalência de leptospira em ovinos 

de Sorocaba/SP, região também abrangida neste estudo.  

Outros trabalhos corroboram aos obtidos na presente pesquisa, como 

nos relatados por Hathaway et al. (1982), na Inglaterra e por Ahl et al. (1992), 

nos Estados Unidos, que apresentaram o sorovar Autumnalis em seus 

resultados.  

Entretanto, resultados obtidos da pesquisa realizada por Langoni et al. 

(1995) em 356 soros de ovinos procedentes do estado de São Paulo, 

apontaram os sorovares mais frequentes para Icterohaemorrhagiae (51,25%) e 

Castellonis (20,63%); Favero et al. (2002) em São Paulo, destacaram o sorovar 

mais frequente como sendo o Icterohaemorrhagiae. Segundo Herrmann et al. 

(2004), em ovinos do Rio Grande do Sul, o sorovar mais importante foi o 

Hardjo; Azevedo et al. (2004a) no Rio Grande do Norte, relataram os sorovares 

Castellonis e Autumnalis; Lilenbaum et al. (2007) com a maior importância do 

sorovar Hardjo e Shermani em pesquisa realizada no Rio de Janeiro; Cardoso 

et al. (2008), em São Paulo com os sorovares Icterohaemorrhagiae e 

Pyrogenes; Melo (2010) em trabalho no Distrito Federal com Hardjoprajitno 
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como mais frequente e Salaberry (2010) em Uberlândia/MG, com os sorovares 

Hardjo e Autumnalis.   

Na Espanha, Leon-Vizcaino et al. (1987) relataram como os sorovares 

mais freqüentes Pomona e Sejroe; no Chile, Zamora et al. (1999) destacaram 

os sorovares Icterohaemorrhagiae e Autumnalis; Ciceroni et al. (2000) na Itália 

apresentaram o sorovar Castellonis e Sejroe e Dorjee et al. (2008) na Nova 

Zelândia, relataram o sorovar  Hardjobovis. 

O sorovar Autumnalis é comumente isolado de animais silvestres, 

especialmente de roedores (SILVA et al., 2008), o que poderia indicá-los como 

participantes da cadeia epidemiológica de transmissão da leptospirose nos 

rebanhos ovinos estudados. O tipo de criação extensiva e intensiva poderia 

explicar este fato, pois a presença de roedores silvestres pode ter favorecido a 

ocorrência da leptospirose nas propriedades, já que os roedores são 

considerados a principal fonte de infecção de Leptospira spp., o que justifica-se  

a necessidade de adoção de medidas de controle de ratos, pois estes liberam 

leptospiras pela urina contaminando o ambiente e infectando os ovinos, bem 

como outras espécies animais e também o próprio homem. 

Outros sorovares reagentes encontrados neste estudo foram Djasiman, 

Hardjoprajitno, Wolffi e Patoc. O sorovar Wolffi e Hardjoprajitno estão 

relacionados à infecção em bovinos (SALABERRY, 2010); já o sorovar 

Djasiman é encontrado comumente em animais silvestres e o Patoc é tido 

como sorovar saprófita. Alguns estudos demonstraram certa evidência de que 

os ovinos sejam hospedeiros de manutenção do sorovar Hardjo, servindo como 

reservatório para bovinos (LEONARD et al., 2004). Entretanto, neste trabalho, 

apenas um animal demonstrou positividade para este sorovar. 

A maioria dos animais reagentes apresentaram títulos de anticorpos 

antileptospira baixos, provavelmente em consequência de contato prévio 

antigo. Apenas um animal apresentou título 1600 para o sorovar Autumnalis 

com co-aglutinação para outros sorovares, como Butembo, Grippothyphosa, 

Icterohaemorrhagiae e Patoc, apresentando reação sorológica característica de 

infecção aguda. 

Segundo Azevedo et al. (2004a) a identificação deste sorovar em ovinos 

causa preocupação, que vai desde a contaminação do ambiente até a proteção 

específica, visto que não há imunidade cruzada, pois no mercado existem 
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vacinas compostas basicamente, pelos sorovares Canicola, Grippotyphosa, 

Hardjo, Icterohaemorrahagiae e Pomona. 

 

6.2. Cultura em meio de Fletcher®  

  A taxa de isolamento obtida neste trabalho foi de 4% (8/200), sendo 

superior aos valores obtido por Azevedo et al. (2004b), encontrando 2,5% 

(4/160) de positividade em amostras de renais cultivadas de ovinos. Segundo 

Thiermann (1984), a baixa taxa de isolamento de Leptospira spp. pode ser 

dependente de vários fatores, tais como o tipo de meio de cultivo utilizado, o 

sorovar envolvido, o tempo de processamento da amostra, o método de 

colheita do material (séptica ou assepticamente), a contaminação e a seleção 

do antibióticos utilizados. O não isolamento do agente em 18 ovinos 

sorologicamente positivos pode ser explicado por tratar-se de animais que 

tiveram contato com a leptospira, sem evolução da infecção ou doença ou 

ainda pelos fatores citados por Thiermann (1984). Por outro lado, dois animais 

sorologicamente negativos apresentaram isolamento positivo, um para rim e 

outro para fígado. Este fato expõe duas possíveis situações: em relação ao 

fígado, o animal estaria em fase inicial de infecção sem apresentar títulos de 

anticorpos detectáveis pela SAM; e quanto ao rim, o animal poderia estar 

infectado por um sorovar diferente ao testado na técnica de Soroaglutinação 

Microscópica (SAM), sem ter ocorrido reação cruzada. 

 Embora a técnica de cultivo em meio de Fletcher® seja laboriosa, de 

custo elevado e que demande tempo prolongado de execução, muitas vezes 

resultando em pouco sucesso no isolamento do agente, para estudos 

epidemiológicos a identificação do sorovar é de grande importância, pois o 

agente isolado pode ser posteriormente estudado para sua caracterização 

quanto aos perfis moleculares e genéticos.      

 Como fôra discutido anteriormente, a presença de leptospiras viáveis em 

fígado e rins de ovinos, aparentemente saudáveis, encaminhados para o abate 

reforça a possibilidade da transmissão da doença para magarefes, quando da 

manipulação destes materiais, bem como para os trabalhadores rurais que 

lidam diretamente com estes animais, caracterizando esta enfermidade como 

uma zoonose de grande importância. Além disso, os animais portadores renais 
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podem transmitir o agente para trabalhadores rurais, pelo contato direto com a 

urina ou ambiente contaminado. 

 

6.3. Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

 A taxa de detecção à prova de PCR foi de 7% do total de amostras 

analisadas (14/200), superior ao encontrado pela técnica de cultivo, que foi de 

4% (8/200).  A não detecção do agente em 13 animais com sorologia positiva e 

negativos à Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., 

pode ser explicada pelo mesmo motivo ocorrido no cultivo, ou seja por tratar-se 

de animais que tiveram contato com a leptospira sem evolução da infecção ou 

doença ou ainda por fatores citados por Thiermann (1984).  

Por outro lado dois animais sorologicamente negativos apresentaram 

PCR positivo, um para rim e outro para fígado. Este fato expõe duas possíveis 

situações: em relação ao fígado, o animal estaria em fase inicial de infecção 

sem apresentar títulos de anticorpos detectáveis pela SAM; e quanto ao rim, o 

animal poderia estar infectado por um sorovar diferente ao testado na técnica 

de Soroaglutinação Microscópica (SAM), sem ter ocorrido reação cruzada. 

 A técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) foi mais prática 

e rápida na detecção da Leptospira spp. se comparada à técnica do cultivo em 

meio de Fletcher®. Entretanto, é uma técnica gênero-específica e, até o 

momento, não foi desenvolvida uma técnica de biologia molecular que permita 

a identificação da espécie e sorogrupo/sorovar de Leptospira spp. diretamente 

em amostras biológicas, o que torna fundamental o isolamento do agente. 

 

6.4. Resultados entre as técnicas utilizadas 

A Soroaglutinação Microscópica (SAM) é o teste de referência mundial 

para o diagnóstico da leptospirose, com alta sensibilidade e especificidade. 

Entretanto, verifica-se algumas dificuldades quanto a sua interpretação, já que 

existe uma limitação para estabelecer se os animais sorologicamente positivos 

estejam realmente infectados. Além disso, a reação cruzada verificada entre os 

diferentes sorovares pode dificultar o revelando do sorovar infectante. 

A presença de anticorpos antileptospiras, muitas vezes, não reflete a 

real situação da infecção ou doença nos animais, estabelecendo somente a 

resposta imunológica do hospedeiro, que pode ser por contato prévio sem o 
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desenvolvimento da infecção ou doença. Este fato pode ser verificado nesta 

pesquisa, em relação ao número de animais sorologicamente positivos e 

animais negativos na detecção de leptospira pelo cultivo e/ou Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR), o que foi constatado pela fraca concordância 

da sorologia com a presença do agente nos tecidos estudados. 

Estatisticamente, houve boa concordância dos resultados das técnicas 

de cultivo frente PCR de ambos os tecidos analisados. Porém, quando os 

resultados são analisados (tabelas 8 e 9) somente observando-se as amostras 

positivas, verifica-se que, do total das sete amostras positivas em fragmento de 

fígado e rim à técnica de PCR, três foram negativas ao cultivo, em ambos os 

tecidos, o que corresponde a 42,8% de negatividade, ou seja, a cultura detecta 

42,8 vezes menos que a técnica de PCR. 

O resultado da sensibilidade das duas técnicas de detecção do agente, 

tomando como base os animais positivos na sorologia, demonstrou maior 

sensibilidade da PCR frente ao cultivo. Este resultado tem sido comprovado em 

diversos estudos de comparação das técnicas (LILENBAUM et al., 2009).  

Analisando-se conjuntamente os resultados obtidos nas três técnicas de 

diagnóstico realizadas, observaram-se os prováveis estágios de infecção nos 

ovinos estudados, baseando-se em estudo de Levett (2001) (Anexo 4): Dos 

100 ovinos analisados, 75 animais foram negativos em todas as provas 

realizadas, indicando ausência de infecção; 13 animais foram positivos 

somente à sorologia, indicando provavelmente um contato anterior com o 

agente etiológico sem desenvolvimento da doença, ou ainda em fase posterior 

à convalescença, não mais portador renal, mas ainda com anticorpos 

detectáveis (memória imunológica). 

Quatro animais apresentaram sorologia positiva, com técnica de cultivo 

e/ou PCR de rim positivos, provavelmente indicando que estes animais 

encontravam-se em fase crônica da infecção e colonização renal (portador 

renal) com anticorpos detectáveis; quatro animais apresentaram sorologia 

positiva, com a técnica de cultivo e/ou PCR de fígado positivo, provavelmente 

indicando que estes animais encontravam-se em fase aguda da infecção, em 

leptospiremia e com anticorpos detectáveis, mas ainda sem colonização renal. 

Dois animais apresentaram sorologia positiva, com técnica de cultivo 

e/ou PCR de rim e fígado positivos, provavelmente indicando que estes 
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animais encontravam-se em estágio final da fase aguda, ainda com 

leptospiremia, anticorpos detectáveis e colonização renal. 

Apenas um animal apresentou sorologia negativa e cultivo e PCR de rim 

positivo, provavelmente indicando que este animal esteja infectado por um 

sorovar não presente na bateria de antígenos estudados à técnica 

Soroaglutinação Microscópica (SAM) utilizada neste trabalho, não 

apresentando reação cruzada para os sorovares testados, encontrando-se na 

fase de convalescência e portador renal. 

 Obtivemos ainda apenas um animal com sorologia negativa e cultivo e 

PCR de fígado positivos, provavelmente indicando que este animal encontrava-

se em infecção recente, com leptospiremia, ainda sem anticorpos detectáveis e 

sem colonização renal.  

 Em relação ao provável estágio de infecção encontrado nos 23 animais 

sorologicamente positivos, nove ovinos (39,1%), com cultura e/ou PCR 

positivos em amostras hepáticas, apresentavam-se em fase aguda da infecção, 

o que poderia indicar que a infecção era constante nestas propriedades. Em 

relação aos 23 animais sorologicamente positivos, nove ovinos (39,1%) com 

cultura e/ou PCR positivos em amostras renais, apresentavam-se em fase 

crônica da infecção (portador renal), o que poderia indicar que estes animais 

pudessem atuar como reservatórios da doença, disseminando o agente ao 

meio ambiente, a outros animais e ao homem. 

Portanto, neste trabalho pôde-se verificar que, frente às pesquisas 

avaliados o sorovar Autumnalis foi o mais importante nestes ovinos estudados, 

tendo-se 23% de animais sorologicamente positivos. 

Embora hajam poucos estudos relacionados a isolamento de leptospiras 

em ovinos, o resultado apresentado, quando comparado a outros trabalhos, foi 

maior, e a técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para 

Leptospira spp. conseguiu detectar os animais verdadeiramente infectados, 

demonstrando em que provável fase da infecção estes animais se 

encontravam, caracterizando a leptospirose como uma doença importante na 

espécie ovina, de caráter ocupacional. 

Como medida de prevenção à leptospirose é necessário que se adotem 

medidas de manejo higiênico-sanitárias mais eficazes, a fim de evitar que a 
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doença se instale nos rebanhos de ovinos, bem como ocorra a transmissão do 

agente para o meio ambiente e para os hospedeiros susceptíveis.  

Para isto, mediante o diagnóstico positivo para leptospirose no rebanho, 

tendo em vista a proteção vacinal sorovar-específica, é importante utilizar 

vacinas para o rebanho contendo o maior número possível de sorovares 

presentes no rebanho ou na região específica de criação, ainda que a 

imunidade seja curta e sejam necessário doses de reforço (PUGH, 2004).  Há 

também a necessidade de aplicação de antibioticoterapia na tentativa de 

eliminação dos portadores renais, visando à redução ou eliminação dos fatores 

de risco.  

Evitar o contato de animais sadios com outras espécies possíveis 

portadoras de leptospiras; prevenir e/ou eliminar a população de roedores 

existente; evitar o acesso a água de superfície onde coabitam animais 

silvestres e, para a espécie ovina especialmente, promover o manejo separado 

de outras espécies de animais, como os bovinos, evitando a pastagem 

consorciada, são medidas passíveis de execução visando a não instalação da 

leptospirose no rebanho de ovinos. Desta forma, evitam-se prejuízos 

econômicos aos produtores, bem como previne-se a disseminação de 

leptospiras para o meio ambiente e para o homem. Portanto, é papel do médico 

veterinário na prevenção desta zoonose nos rebanhos, contribuindo, direta e 

indiretamente, para um estado sanitário de ótima qualidade e, 

consequentemente, na proteção da população humana susceptível. 
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7. CONCLUSÔES 

 

 

� Vinte e três por cento (23%) de ovinos procedentes de vinte diferentes 

propriedades localizadas no Estado São Paulo apresentaram títulos de 

anticorpos para leptospiras, tendo-se destacado o sorovar Autumnalis. 

� O isolamento de Leptospira spp., bem como a sua detecção pela 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR), comprovou o estado de 

portador renal e/ou fase aguda da infecção em nove ovinos, confirmando 

a importância destes animais como possíveis fontes de contaminação 

para o meio ambiente e fontes de infecção para trabalhadores rurais e 

magarefes, caracterizando a leptospirose como doença ocupacional; 

� A prova de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira 

spp. foi a mais rápida, prática e sensível para detecção deste 

microrganismo em tecidos renais e hepáticos, quando comparado ao 

cultivo em meio de Fletcher®; 

� Houve uma fraca concordância da prova de Soroaglutinação 

Microscópica (SAM) frente às provas de detecção do agente pelas 

técnicas de cultivo em meio de Fletcher® e Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 
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ANEXO 1 - Atestado de aprovação do projeto de pesquisa pela Câmara de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA) da FMVZ – UNESP – Botucatu/SP. 

 

 

 

 



TÇxåÉá 81 

 

ANEXO 2 - Declaração de liberação para processamento de amostras 

biológicas no Laboratório regional de Sorocaba/SP do Instituto Adolfo Lutz. 
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ANEXO 3 - Protocolo de extração e purificação de DNA de Leptospira spp. dos 

fragmentos de fígado e rim de ovinos analisados utilizando kit comercial 

IllustraTM tissue & cells genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®), segundo o 

manual do fabricante. 

 

1.  Adicionou-se 50µL solução de lise 1; 

2.  Adicionou-se 10µL proteinase K (20mg/mL); 

3.  Misturou-se em vórtex 15 segundos; 

4. Incubou-se a 56ºC por 1 hora; 

5. Centrifugou-se por 10 segundos a 2.000g; 

6. Adicionou-se 5µL RNAse; 

7. Adicionou-se 500µL de lise 2; 

8. Misturou-se em vórtex 15 segundos; 

9. Incubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos; 

10. Transferiu-se a mistura para o filtro do kit Illustra no tubo de 2mL; 

11. Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto; 

12. Descartou-se o líquido centrifugado; 

13. dicionou-se 500µL de lise 2; 

14. Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto; 

15. Descartou-se o líquido centrifugado; 

16. Adicionou-se 500µL de tampão de lavagem; 

17. Centrifugou-se a 11.000g por 3minutos; 

18. Descartou-se o tubo coletor de 2mL; 

19. Transferiu-se o filtro para um microtubo de 1,5mL livre de DNAse e 

RNAse; 

20.  Adicionou-se 200µL do tampão de eluição a 70ºC; 

21. Incubou-se a temperatura ambiente 1 minuto; 

22. Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto; 

23. Descartou-se o filtro; 

24. Armazenou-se os microtubos em geladeira over night.  
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ANEXO 4 – Tabela dos estágios da infecção por Leptospira spp., segundo 

Levett (2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Leptospirosis: phases and relevant diagnostic proceduses (Diagram 

prepared by Dr. L.H. Turner.) Reproduced from the transactions of the Royal 

Society of Tropical Medicine and Higiene by permission of the editor pag 621, 

vol.3 Bacterial Diseases – Topley & Wilson`s, 1990. 
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RESUMO 

Nos últimos anos a ovinocultura reapareceu na região Sudeste, principalmente no estado 

de São Paulo, como solução econômica para os pecuaristas. Entretanto, havendo um 

estado sanitário deficiente na criação, pode-se haver a instalação de doenças nos 

rebanhos e diminuição na produção, como ocorre na leptospirose, uma das zoonoses 

mais representativas. Com o intuito de estudar a presença de Leptospira spp. nos 

rebanhos ovinos, foram colhidas 100 amostras sanguíneas e os respectivos fragmentos 

de fígado e rim dos animais de 20 diferentes propriedades, durante o abate em um 

frigorífico da região de Sorocaba-SP. Pela prova de Soroaglutinação Microscópica 

(SAM) obteve-se 23 amostras sorológicas positivas (23%) para um ou mais sorovares 

de Leptospira spp., com prevalência do sorovar Autumnalis. Para a pesquisa do agente 

em fragmentos de fígado e rim, 100 amostras de cada tecido foram cultivadas em meio 

de Fletcher, obtendo-se oito (4%) amostras positivas, sendo quatro para rim e quatro 

para fígado. Destes, cinco animais apresentaram sorologia positiva (um animal positivo 

simultaneamente para fígado e rim) e dois negativos. Com a prova de Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. houve positividade em 14 (7%) 

amostras, sendo sete de rim e sete de fígado. Destes, dez eram animais positivos 

sorologicamente (dois animais positivos simultaneamente para fígado e rim) e dois 

negativos. Em relação a técnica de cultivo em meio de Fletcher®, a prova PCR 

demonstrou-se mais rápida, prática e sensível na detecção de leptospira. Pelos 

resultados obtidos ressalta-se a importância da espécie ovina no contexto 

epidemiológico da leptospirose. 

Palavras chave: Cultivo, Leptospirose, Ovinos, PCR, SAM 
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INTRODUÇÃO 

Uma das enfermidades mais representativas no tocante às doenças de caráter 

zoonótico, com grande importância econômica nos animais de produção é a 

leptospirose, doença infecto-contagiosa que ocasiona queda na produção de leite, 

abortamentos e baixa fertilidade. Além disso, constitui sério problema para saúde 

pública e está relacionada às características sócio-econômicas, às enchentes e também 

aos aspectos ocupacionais em humanos (CORRÊA e CORRÊA, 1992). 

Azevedo et al. (2004b) alertaram para a transmissão da doença em trabalhadores 

de abatedouros pela manipulação de órgãos e carcaças de animais infectados. 

Nos animais de produção, têm sido evidenciadas leptospiras tanto na urina como 

no sêmen e em secreções vaginais, caracterizando nestas espécies como susceptíveis a 

doença relacionada à esfera reprodutiva (LILENBAUM et al., 2008).  

A ocorrência de Leptospira spp. nos ovinos parece ser comum na maioria dos 

países do mundo, particularmente em rebanhos que utilizam sistemas de manejo 

extensivo, em que a criação das ovelhas ocorre juntamente com bovinos, possibilitando 

a infecção pelo contato direto com a urina ou pela água contaminada nos bebedouros 

coletivos (ELLIS et al., 1983; ELLIS, 1994). 

A infecção de ovinos foi detectada no Brasil, pela primeira vez, por Santa Rosa e 

Castro (1963), em animais procedentes do estado de São Paulo, nos quais foram 

encontrados 34% de animais reagentes para vários sorovares de Leptospira spp.  

Estudos sorológicos foram realizados posteriormente, por Viegas et al. (1980), 

na Bahia encontrando-se 22,8% de ovinos reagentes, principalmente para os sorovares 

Autumnalis, Castellonis, Grippotyphosa e Tarassovi. Em outro trabalho realizado na 

Bahia, Caldas et al. (1986), observaram 34,7% de ovinos reagentes de uma amostragem 

de 800 animais examinados, sendo os sorovares mais freqüentes Autumnalis, 

Castellonis e Butembo. Já Langoni et al. (1995),  pesquisaram aglutininas 

antileptospiras em 356 soros de ovinos de diferentes regiões do Estado de São Paulo, 

tendo-se encontrado: Icterohaemorrhagiae (51,25%); Castellonis (20,63%), Hardjo 

(19,36%); Bratislava (16,25%); Andamana e Wolffi (11,88%); Copenhageni (8,75%); 

Grippotyphosa (4,34%); Pomona (2,5%) e Tarassovi (0,63%).  

Pesquisa feita por Favero et al. (2002), em São Paulo, verificaram 0,7% de 

positividade em soros de ovinos, destacando-se os sorovares Icterohaemorrhagiae, 

Butembo, Castellonis e Hebdomadis como reagentes. 
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No Estado do Rio Grande do Sul, foi verificado que, pela técnica de 

Soroaglutinação Microscópica (SAM), das 1360 amostras de soros testadas, 466 

(34,26%) animais foram reagentes e os títulos de aglutininas antileptospiras variavam 

de 100 a 3200. Os sorovares encontrados foram Hardjo (28,4%), Sentot (16,8%); 

Hardjoprajitno (14,5%), mostrando que a Leptospira spp. está disseminada na maioria 

das fazendas que criam ovinos nas mesorregiões Sudeste e Sudoeste do Rio Grande do 

Sul (HERRMANN et al., 2004).  

Azevedo et al. (2004a), no Rio Grande do Norte, verificaram que 3,5% dos 

animais eram soropositivos, sendo que os sorovares mais prováveis foram Castellonis 

(57,1%), Autumnalis (28,6%) e Pomona (14,3%). Em anos seguintes Silva et al. (2007), 

analisaram ovinos abatidos em Pelotas, no estado do Rio Grande do Sul, observando-se 

20,5% de soropositividade para o sorogrupos Autumnalis, Bataviae, Sejroe e 

Icterohaemorrhagiae em 44 ovinos pesquisados. Lilenbaum et al. (2009) em pesquisa no 

Rio de Janeiro relataram que os sorovares de maior importância encontrados foram 

Hardjo e Shermani. 

Em estudo realizado por Escócio et al. (2008), foi analisado o perfil sanitário de 

rebanhos de ovinos criados exclusivamente ou consorciados com bovinos na região de 

Sorocaba/SP. Foi verificado que, dentre as enfermidades analisadas, a leptospirose 

demonstrou grande importância, tendo em vista que todos os rebanhos foram reagentes 

para pelo menos um sorovar de Leptospira spp., sendo que, em apenas quatro rebanhos 

de criação exclusiva de ovinos a prevalência foi do sorovar Autumnalis, seguido por 

Pyrogenes e em sete rebanhos com criação consorciada (ovino/bovino) a prevalência foi 

do sorovar Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Javanica. 

Cardoso et al. (2008) determinaram a condição sanitária dos rebanhos de 

caprinos e ovinos na região sudoeste do Estado de São Paulo, tendo-se verificado que, 

dos 100 ovinos analisados para leptospirose pela técnica de SAM, 15% foram reagentes, 

sendo os sorovares mais prevalentes Icterohaemorrhagiae (26,6%), seguido de 

Pyrogenes, Wolffi e Hardjo (13,3%) e pelo sorovar Bratislava, Castellonis, Canicola e 

Hardjo (6,6%).  

Em estudo realizado no Distrito Federal, por Melo (2010), verificou-se que, de 

157 ovinos analisados 3% eram soropositivos, tendo como sorovar reagente o 

Hardjoprajitno.  

Análises realizadas em soros de 334 ovinos de Uberlândia/MG revelaram 

soroprevalência de 22,2%, tendo-se os sorovares mais frequentes o Hardjo (23,6%), 
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Autumnalis (22,4%), a associação dos sorovares Hardjo e Wolffi (17,9%) e 

Grippotyphosa (14,4%) (SALABERRY, 2010). 

A infecção do rebanho ovino por leptospiras leva a sérios prejuízos econômicos, 

representados por distúrbios fisiológicos e alterações reprodutivas. Nesse contexto, 

pretende-se verificar a ocorrência de anticorpos antileptospiras em ovinos abatidos em 

frigoríficos, procedentes de diferentes municípios do Estado de São Paulo, e pesquisar a 

presença de ovinos sorologicamente positivos e negativos como portadores renais (fase 

crônica) de Leptospira spp. e detecção do agente no fígado (fase aguda), pelo cultivo em 

meio de Fletcher através da técnica de pipeta Pasteur e Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR). 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais e Localidades 

Foram utilizados 100 ovinos de 20 propriedades, de diferentes municípios do 

Estado de São Paulo. As amostras biológicas foram colhidas no momento do abate, 

escolhendo-se cinco animais de cada propriedade. 

2.2. Amostras 

 Na fase de sangria, foram colhidos aproximadamente 10 mL de sangue com de 

cada animal, em um tubo de vidro estéril de 15 mL. Após a retração do coágulo as 

amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos e o soro obtido foi 

acondicionado em microtubo de 1,5 mL, congelado a -20ºC para posteriormente ser 

realizada a prova sorológica.   

Foram colhidos assepticamente um fragmento do fígado e um dos rins (direito 

ou esquerdo) na fase de evisceração. Estes foram acondicionados individualmente em 

sacos plásticos devidamente vedados e identificados, sob temperatura de refrigeração 

em caixa isotérmica e transferida até o laboratório 

2.3. Soroaglutinação Microscópica (SAM) 

A prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM) foram realizadas segundo as 

normas do Ministério da Saúde (BRASIL, 1995). Cada amostra de soro foi diluída 

inicialmente a 1:100 em solução salina tamponada pH 7,2 como ponto de corte positivo 

e testada para 29 sorovares de Leptospira spp, considerando-se como positiva aquela 

que apresentou 50% ou mais de aglutinação em relação ao controle. As amostras 

positivas ao título inicial foram novamente diluídas sucessivamente na razão dois 
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testadas para os sorovares que reagiram anteriormente. O título final foi aquele que 

ainda apresentou 50% ou mais de aglutinação (FAINE, 1989). 

 

2.4. Cultura em meio de Fletcher® 

Os fragmentos de fígado e rim utilizados para o cultivo foram processados segundo 

Passos et al. (1988).  O material obtido foi cultivado em três tubos de meio de cultura 

Fletcher®, sendo que, dois em meio de Fletcher® acrescido de 100µg de 5-

fluorouracil/mL e de 2,5 µg de neomicina e um em meio Fletcher® sem antibiótico, 

incubados a 28ºC a 30ºC por 16 semanas. As leituras foram realizadas quinzenalmente 

após a semeadura, considerando-se amostras positivas quando a visualização de 

espiroquetas móveis em microscopia de campo escuro, no aumento de 400X. 

 

2.5. Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

Os fragmentos de fígado e rim foram pré-triturado com o auxílio de pinça e 

bisturi estéril e acondicionados em microtubos estéril de 1,5 mL livre de DNAse e 

RNAse. Adicionou-se às amostras 1mL de PBS 7,2 estéril  e centrifugou-se a 19.000 g 

por 30 minutos a 4ºC, em ambos os fragmentos, segundo Heinemann et al. (2000) com 

algumas adaptações para lavagem do tecido, foi descartado o sobrenadante e ao botão 

celular foi adicionado 50µL de PBS 7,2 estéril e procedeu-se a maceração com o bio-

vortexer (Biospec Inc.) e foi centrifugado a 2000 g por 10 segundos. 

Adicionou-se às amostras 1mL de PBS 7,2 estéril  e centrifugou-se a 19.000 g 

por 30 minutos a 4ºC, em ambos os fragmentos, segundo Heinemann et al. (2000) com 

algumas adaptações para lavagem do tecido. Descartou-se o sobrenadante e ao botão 

celular adicionado-se 50µL de PBS 7,2 estéril. Em seguida, procedeu-se a maceração 

com o bio-vortexer (Biospec Inc.) e centrifugou-se a 2.000 g por 10 segundos. 

A partir das amostras de fígado e rins, procedeu-se à extração de DNA 

utilizando-se o kit IllustraTM Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit (GE 

Healthcare®), conforme recomendações do fabricante. 

 Os iniciadores foram descritos por Mérien et al. (1992) os quais amplificam 

331pb, como segue: LEP 1 (5’ GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3') 

LEP 2 (5’ TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’). 

 A amplificação do DNA foi realizada segundo a adaptação descrito por Mérien 

et al. (1992). As reações de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2mL com 
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volumes totais de 25,0µL, sendo 2,5µL de solução tampão de PCR (50mM  KCl, 10mM 

Tris-HCl pH 8,0), 0,75µL de MgCl2 (1,5mM), 0,5µL de solução de dNTP (0,2mM), 

0,5µL de Taq Platinum DNA (1U) (Invitrogen®), 0,5µL de cada iniciador (10ρM), 

17,75µL de água ultrapura e 2µL de  DNA da amostra obtida no final da extração a 

10ng. 

 A preparação foi realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), 

com o seguinte perfil de ciclagem: 94ºC por três minutos, 30 ciclos de 94ºC por um 

minuto, anelamento a 63ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC por dois minutos, incluindo-

se dez minutos adicionais a 72ºC ao final para completar a extensão dos segmentos 

amplificados. 

A visualização dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de 

eletroforese. Para tanto preparou-se gel de agarose a 1,5% adicionado de 1µL/mL de 

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®). Foram utilizados 15µL do produto de PCR e 

como marcador de peso molecular 4µL de 100pb ladder (Invitrogen®). Para todas as 

amostras foram adicionados 2µL de uma solução de Blue Juice Gel Loading 

(Invitrogen®). O gel foi submetido a corrida eletroforética em cuba horizontal HE99 

(GE-Healthcare) contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09m de ácido bórico e 0,001M de 

EDTA) e a voltagem de  100V por aproximadamente uma hora utilizando a fonte 

Electrophoresis Power Supply Model EPS 301 (GE-Healthcare). O gel foi visualizado 

no transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema GelDoc-It Imaging 

System foi documentada utilizando-se software Vision Works®LS.  

Para cada seqüência de extração e purificação, e técnica Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR) das amostras, foram utilizados controles. Foram preparados 

suspensões de fígado e rim, contaminados com L. interrogans sorovar Pyrogenes, na 

concentração de 2,0x104 leptospira/mL, como controle positivo. Para o controle 

negativo foi utilizado água ultrapura. 

Para a sensibilidade analítica foram testadas diferentes amostras de tecido 

(fígado e rim) sabidamente negativas, através da contaminação das amostras com L. 

interrogans sorovar Pyrogenes, nas concentrações de aproximadamente 2,0x100; 

2,0x101; 2,0x102; 2,0x103 e 2,0x104 microrganismos por mililitros de suspensão de cada 

amostra de órgão (SHIMABUKURO, 2007). 

 

4.0 RESULTADOS 
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Dentre as 20 propriedades pesquisadas, 13 (65%) apresentaram pelo menos um 

animal com sorologia positiva. Do total de 100 amostras de soro analisadas pela prova 

Soroaglutinação Microscópica (SAM), 23 (23%) foram reagentes para um ou mais de 

um sorovar de Leptospira spp. 

Dos 29 sorovares de Leptospira spp. testados, apenas nove (31%) foram 

reagentes. Dezenove animais (82,6%) foram reagentes para o sorovar Autumnalis, com 

títulos variando de 100 a 1600. Outros sorovares reagentes foram Butembo (n=2), 

Castellonis (n=1), Djasiman (n=1), Grippothyphosa (n=1), Icterohaemorrhagiae (n=1), 

Wolffi (n=1), Patoc (n=3) e Hardjoprajitno (n=1), com títulos variando de 100 a 200. O 

título maior obtido foi de 1600 para o sorovar Autumnalis, em um único animal  

(Tabela 1). 

Dentre os 100 ovinos avaliados, sete (7%) apresentaram cultivo positivo e, 

dentre as 20 propriedades pesquisadas, cinco (25%) apresentaram ovinos com cultura 

positiva para leptospirose em pelo menos um animal. Dos 200 fragmentos de fígado e 

rim submetidos ao cultivo em meio de Fletcher® com ou sem antibiótico, 192 (96%) 

foram negativos e oito (4%) foram positivos. Destes, quatro (2%) foram positivos 

apenas em relação aos fragmentos hepáticos (três em cultura adicionada de antibiótico e 

um em cultura sem antibiótico) e quatro (2%) foram positivos apenas para amostras 

renais (três em cultura com antibiótico e um sem antibiótico). Apenas um dos sete 

animais com cultura positiva apresentou ao cultivo em meio de Fletcher® positividade 

nos fragmentos de fígado e rim simultaneamente.  

Todas as leituras dos cultivos em meio de cultura de Fletcher® foram realizadas 

após um mês de incubação, em estufa bacteriológica a 29ºC e posteriormente incubadas 

em temperatura ambiente em caixas de isopor e em microscopia de campo escuro, 

durante quatro meses, sendo as leituras realizadas quinzenalmente. Não foram 

observadas nos tubos de cultivo, tanto com ou sem antibióticos, a presença da formação 

de anel de opalescência (zona de Dinger). Os cultivos positivos foram visualizados 

microscopicamente apenas pela presença de espiroquetídeos com movimento em espiral 

característico. 

Dentre os 100 ovinos avaliados, 12 (12%) apresentaram positividade à técnica 

de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., sendo que dentre as 

20 propriedades estudadas, em oito (40%) apresentaram animais positivos por esta 

técnica em pelo menos um animal. Dos 200 fragmentos de fígado e rim submetidos à 

PCR, 186 (93%) foram negativas e 14 (7%) foram positivas. Destas sete (3,5%) foram 
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positivas apenas para as amostras de fragmentos hepáticos e sete (3,5%) foram positivas 

apenas para amostras de fragmentos renais. Dos 12 animais positivos, dois apresentaram 

positividade à PCR para em fragmentos de fígado e rim simultaneamente.  A figura 1 

ilustra os resultados de amplificação de 331pb de Leptospira spp., pela técnica de PCR, 

utilizando os iniciadores LEP 1 e LEP2. 

 

4.1. Resultados da relação entre as técnicas utilizadas 

Do total de 20 propriedades analisadas, observou-se que, em 13 (65%) haviam 

animais reagentes a pelo menos uma das provas diagnósticas utilizadas. Do total de 

cinco animais analisados por propriedade o número máximo de ovinos reagentes foi de 

três.  

À prova de Soroaglutinação Microscópica (SAM), 23 animais (23%) foram 

reagentes, sete animais (7%) foram positivos à técnica de cultivo em meio de Fletcher® 

e 12 ovinos (12%) apresentaram fragmentos de rim e/ou fígado positivos à técnica de 

Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

Do total de 100 ovinos, 75 (75%) foram negativos em todas as provas realizadas; 

13 animais (13%) foram positivos somente à sorologia; quatro animais (4%) foram 

positivos à sorologia e ao cultivo e/ou PCR de rim; quatro animais (4%) positivos à 

sorologia e ao cultivo e/ou PCR de fígado; dois animais (2%) positivos à sorologia e ao 

cultivo e/ou PCR de rim e fígado simultaneamente; um animal (1%) negativo à 

sorologia e positivo ao cultivo e/ou PCR de rim e um animal (1%) negativo à sorologia 

e positivo ao cultivo e/ou PCR de fígado. 

Dentre os cruzamentos das técnicas utilizadas e sua proporção de concordância 

os resultados obtidos nas técnicas de cultura e PCR em ambos os tecidos (fígado e rim) 

apresentaram uma proporção de concordância de 0,97, considerada boa (p<0,0001 e 

p<0,001). Em relação à sorologia frente às duas técnicas de detecção do agente (cultura 

e PCR) de ambos os tecidos a concordância foi considerada fraca com proporção 0,79; 

0,82; 0,81 e 0,85 (p<0,01). Todos os resultados foram estatisticamente significativos. 

 

5. DISCUSSÃO 

5.1. Sorologia – Soroaglutinação microscópica (SAM) 

Devido à dificuldade em se obter a prevalência da leptospirose no Estado de São 

Paulo nos rebanhos ovinos, este trabalho procurou verificar a presença da doença em 

diferentes propriedades, tomando como ponto estratégico a colheita de amostras 
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biológicas em frigorífico. Apesar deste aspecto, permite-se que se tenha uma noção 

geral de sua ocorrência e pode-se sugerir quais sorovares de Leptospira spp. possuem 

maior  importância na região de origem dos animais.  

De acordo com os resultados sorológicos obtidos, observou-se que, em 65% das 

propriedades haviam animais reagentes a leptospirose, indicando que esta zoonose está 

presente na maioria dos rebanhos ovinos do Estado de São Paulo. Este fato demonstra a 

importância da doença nesses animais, tanto no impacto econômico negativo para os 

rebanhos, devido a queda de índices de fertilidade, aborto e nascimento de cordeiros 

fracos, bem como em relação aos aspectos de saúde pública, no tocante a seu aspecto 

ocupacional, pela interação direta do produtor e em alguns casos por integrantes da sua 

própria família, com estes animais durante a lida diária, bem como pelas atividades dos 

magarefes dos frigoríficos, durante o abate dos animais e contato direto com sangue e 

vísceras. 

A diferença de resultados sorológicos positivos e negativos observadas entre as 

propriedades pode ser consequência da sua variação geográfica, bem como devido as 

diferentes técnicas de manejo higiênico-sanitárias adotadas em cada propriedade. 

A sorologia positiva encontrada neste estudo pode estar relacionada desde o 

contato prévio com o agente etiológico sem o desenvolvimento da doença, até a 

presença de animais doentes e portadores. 

Em relação ao total de 100 animais estudados, 23 animais (23%) apresentaram 

soropositividade, concordando com estudo realizados por Viegas et al. (1980) na Bahia, 

que encontraram 22,8% de ovinos reagentes e Salaberry (2010), em Uberlândia/MG, 

revelando 22,2% dos animais como sororreagentes. Entretanto foram relatadas 

pesquisas com percentuais superiores aos encontrados neste estudo, como os trabalhos 

de Santa Rosa e Castro (1963) em São Paulo com 34%, Caldas et al. (1986) na Bahia 

com 34,7% e Herrmann et al. (2004), no Rio Grande do Sul  com 34,26%; e em trabalho 

realizado na Espanha por Leon-Vizcaino et al. (1987) com 64,7% de soropositividade.  

Percentuais inferiores ao encontrado neste estudo, foram relatados por Favero et 

al. (2000) em São Paulo, com 0,7%; Azevedo et al. (2004a) no Rio Grande do Norte 

com 3,5%; Silva et al. (2007) no Rio Grande do Sul com 20,5%; Cardoso et al. (2008) 

na região sudoeste de São Paulo com 15%; Melo (2010) no Distrito Federal, com 3%; 

em trabalho descrito por Zamora et al.(1999), no Chile, com 5,7% e Vidic et al. (2007), 

na Sérvia, com 3,2% de animais sororreagentes. 
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Estas variações podem ocorrer devido às diferentes condições de manejo, 

variações climáticas, precipitações pluviométricas de cada região e população de 

roedores favorecendo ou não a disseminação da leptospirose. 

Neste estudo, o sorovar mais frequente à técnica de Soroaglutinação 

Microscópica (SAM) foi Autumnalis. Este resultado se assemelha a investigações feitas 

por Viegas et al. (1980) e  Caldas et al. (1986) na Bahia, relatando que o sorovar mais 

freqüente foi o Autumnalis, e em trabalho de Escócio et al. (2008), que estudaram a 

soroprevalência de leptospira em ovinos de Sorocaba/SP, região também abrangida 

neste estudo.  

Outros trabalhos corroboram aos obtidos na presente pesquisa, como nos 

relatados por Hathaway et al. (1982), na Inglaterra e por Ahl et al. (1992), nos Estados 

Unidos, que apresentaram o sorovar Autumnalis em seus resultados.  

Entretanto, resultados obtidos da pesquisa realizada por Langoni et al. (1995) em 

356 soros de ovinos procedentes do estado de São Paulo, apontaram os sorovares mais 

frequentes para Icterohaemorrhagiae (51,25%) e Castellonis (20,63%); Favero et al. 

(2002) em São Paulo, destacaram o sorovar mais frequente como sendo o 

Icterohaemorrhagiae. Segundo Herrmann et al. (2004), em ovinos do Rio Grande do 

Sul, o sorovar mais importante foi o Hardjo; Azevedo et al. (2004a) no Rio Grande do 

Norte, relataram os sorovares Castellonis e Autumnalis; Lilenbaum et al. (2007) com a 

maior importância do sorovar Hardjo e Shermani em pesquisa realizada no Rio de 

Janeiro; Cardoso et al. (2008), em São Paulo com os sorovares Icterohaemorrhagiae e 

Pyrogenes; Melo (2010) em trabalho no Distrito Federal com Hardjoprajitno como mais 

frequente e Salaberry (2010) em Uberlândia/MG, com os sorovares Hardjo e 

Autumnalis.   

Na Espanha, Leon-Vizcaino et al. (1987) relataram como os sorovares mais 

freqüentes Pomona e Sejroe; no Chile, Zamora et al. (1999) destacaram os sorovares 

Icterohaemorrhagiae e Autumnalis; Ciceroni et al. (2000) na Itália apresentaram o 

sorovar Castellonis e Sejroe e Dorjee et al. (2008) na Nova Zelândia, relataram o 

sorovar  Hardjobovis. 

O sorovar Autumnalis é comumente isolado de animais silvestres, especialmente 

de roedores (SILVA et al., 2008), o que poderia indicá-los como participantes da cadeia 

epidemiológica de transmissão da leptospirose nos rebanhos ovinos estudados. O tipo 

de criação extensiva e intensiva poderia explicar este fato, pois a presença de roedores 

silvestres pode ter favorecido a ocorrência da leptospirose nas propriedades, já que os 
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roedores são considerados a principal fonte de infecção de Leptospira spp., o que 

justifica-se  a necessidade de adoção de medidas de controle de ratos, pois estes liberam 

leptospiras pela urina contaminando o ambiente e infectando os ovinos, bem como 

outras espécies animais e também o próprio homem. 

Outros sorovares reagentes encontrados neste estudo foram Djasiman, 

Hardjoprajitno, Wolffi e Patoc. O sorovar Wolffi e Hardjoprajitno estão relacionados à 

infecção em bovinos (SALABERRY, 2010); já o sorovar Djasiman é encontrado 

comumente em animais silvestres e o Patoc é tido como sorovar saprófita. Alguns 

estudos demonstraram certa evidência de que os ovinos sejam hospedeiros de 

manutenção do sorovar Hardjo, servindo como reservatório para bovinos (LEONARD 

et al., 2004). Entretanto, neste trabalho, apenas um animal demonstrou positividade para 

este sorovar. 

A maioria dos animais reagentes apresentaram títulos de anticorpos 

antileptospira baixos, provavelmente em consequência de contato prévio antigo. Apenas 

um animal apresentou título 1600 para o sorovar Autumnalis com co-aglutinação para 

outros sorovares, como Butembo, Grippothyphosa, Icterohaemorrhagiae e Patoc, 

apresentando reação sorológica característica de infecção aguda. 

Segundo Azevedo et al. (2004a) a identificação deste sorovar em ovinos causa 

preocupação, que vai desde a contaminação do ambiente até a proteção específica, visto 

que não há imunidade cruzada, pois no mercado existem vacinas compostas 

basicamente, pelos sorovares Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrahagiae e 

Pomona. 

 

5.2. Cultura em meio de Fletcher®  

  A taxa de isolamento obtida neste trabalho foi de 4% (8/200), sendo superior 

aos valores obtido por Azevedo et al. (2004b), encontrando 2,5% (4/160) de 

positividade em amostras de renais cultivadas de ovinos. Segundo Thiermann (1984), a 

baixa taxa de isolamento de Leptospira spp. pode ser dependente de vários fatores, tais 

como o tipo de meio de cultivo utilizado, o sorovar envolvido, o tempo de 

processamento da amostra, o método de colheita do material (séptica ou 

assepticamente), a contaminação e a seleção do antibióticos utilizados. O não 

isolamento do agente em 18 ovinos sorologicamente positivos pode ser explicado por 

tratar-se de animais que tiveram contato com a leptospira, sem evolução da infecção ou 

doença ou ainda pelos fatores citados por Thiermann (1984). Por outro lado, dois 
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animais sorologicamente negativos apresentaram isolamento positivo, um para rim e 

outro para fígado. Este fato expõe duas possíveis situações: em relação ao fígado, o 

animal estaria em fase inicial de infecção sem apresentar títulos de anticorpos 

detectáveis pela SAM; e quanto ao rim, o animal poderia estar infectado por um sorovar 

diferente ao testado na técnica de Soroaglutinação Microscópica (SAM), sem ter 

ocorrido reação cruzada. 

 Embora a técnica de cultivo em meio de Fletcher® seja laboriosa, de custo 

elevado e que demande tempo prolongado de execução, muitas vezes resultando em 

pouco sucesso no isolamento do agente, para estudos epidemiológicos a identificação 

do sorovar é de grande importância, pois o agente isolado pode ser posteriormente 

estudado para sua caracterização quanto aos perfis moleculares e genéticos.      

 Como fôra discutido anteriormente, a presença de leptospiras viáveis em fígado 

e rins de ovinos, aparentemente saudáveis, encaminhados para o abate reforça a 

possibilidade da transmissão da doença para magarefes, quando da manipulação destes 

materiais, bem como para os trabalhadores rurais que lidam diretamente com estes 

animais, caracterizando esta enfermidade como uma zoonose de grande importância. 

Além disso, os animais portadores renais podem transmitir o agente para trabalhadores 

rurais, pelo contato direto com a urina ou ambiente contaminado. 

 

5.3. Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. 

 A taxa de detecção à prova de PCR foi de 7% do total de amostras analisadas 

(14/200), superior ao encontrado pela técnica de cultivo, que foi de 4% (8/200).  A não 

detecção do agente em 13 animais com sorologia positiva e negativos à Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., pode ser explicada pelo mesmo 

motivo ocorrido no cultivo, ou seja por tratar-se de animais que tiveram contato com a 

leptospira sem evolução da infecção ou doença ou ainda por fatores citados por 

Thiermann (1984).  

Por outro lado dois animais sorologicamente negativos apresentaram PCR 

positivo, um para rim e outro para fígado. Este fato expõe duas possíveis situações: em 

relação ao fígado, o animal estaria em fase inicial de infecção sem apresentar títulos de 

anticorpos detectáveis pela SAM; e quanto ao rim, o animal poderia estar infectado por 

um sorovar diferente ao testado na técnica de Soroaglutinação Microscópica (SAM), 

sem ter ocorrido reação cruzada. 
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 A técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) foi mais prática e rápida 

na detecção da Leptospira spp. se comparada à técnica do cultivo em meio de 

Fletcher®. Entretanto, é uma técnica gênero-específica e, até o momento, não foi 

desenvolvida uma técnica de biologia molecular que permita a identificação da espécie 

e sorogrupo/sorovar de Leptospira spp. diretamente em amostras biológicas, o que torna 

fundamental o isolamento do agente. 

5.4. Resultados entre as técnicas utilizadas 

A Soroaglutinação Microscópica (SAM) é o teste de referência mundial para o 

diagnóstico da leptospirose, com alta sensibilidade e especificidade. Entretanto, 

verifica-se algumas dificuldades quanto a sua interpretação, já que existe uma limitação 

para estabelecer se os animais sorologicamente positivos estejam realmente infectados. 

Além disso, a reação cruzada verificada entre os diferentes sorovares pode dificultar o 

revelando do sorovar infectante. 

A presença de anticorpos antileptospiras, muitas vezes, não reflete a real 

situação da infecção ou doença nos animais, estabelecendo somente a resposta 

imunológica do hospedeiro, que pode ser por contato prévio sem o desenvolvimento da 

infecção ou doença. Este fato pode ser verificado nesta pesquisa, em relação ao número 

de animais sorologicamente positivos e animais negativos na detecção de leptospira 

pelo cultivo e/ou Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR), o que foi constatado pela 

fraca concordância da sorologia com a presença do agente nos tecidos estudados. 

Estatisticamente, houve boa concordância dos resultados das técnicas de cultivo 

frente PCR de ambos os tecidos analisados. Porém, quando os resultados são analisados 

somente observando-se as amostras positivas, verifica-se que, do total das sete amostras 

positivas em fragmento de fígado e rim à técnica de PCR, três foram negativas ao 

cultivo, em ambos os tecidos, o que corresponde a 42,8% de negatividade, ou seja, a 

cultura detecta 42,8 vezes menos que a técnica de PCR. 

O resultado da sensibilidade das duas técnicas de detecção do agente, tomando 

como base os animais positivos na sorologia, demonstrou maior sensibilidade da PCR 

frente ao cultivo. Este resultado tem sido comprovado em diversos estudos de 

comparação das técnicas (LILENBAUM et al., 2009).  

Analisando-se conjuntamente os resultados obtidos nas três técnicas de 

diagnóstico realizadas, observaram-se os prováveis estágios de infecção nos ovinos 

estudados, baseando-se em estudo de Levett (2001): Dos 100 ovinos analisados, 75 

animais foram negativos em todas as provas realizadas, indicando ausência de infecção; 
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13 animais foram positivos somente à sorologia, indicando provavelmente um contato 

anterior com o agente etiológico sem desenvolvimento da doença, ou ainda em fase 

posterior à convalescença, não mais portador renal, mas ainda com anticorpos 

detectáveis (memória imunológica). 

Quatro animais apresentaram sorologia positiva, com técnica de cultivo e/ou 

PCR de rim positivos, provavelmente indicando que estes animais encontravam-se em 

fase crônica da infecção e colonização renal (portador renal) com anticorpos 

detectáveis; quatro animais apresentaram sorologia positiva, com a técnica de cultivo 

e/ou PCR de fígado positivo, provavelmente indicando que estes animais encontravam-

se em fase aguda da infecção, em leptospiremia e com anticorpos detectáveis, mas ainda 

sem colonização renal. 

Dois animais apresentaram sorologia positiva, com técnica de cultivo e/ou PCR 

de rim e fígado positivos, provavelmente indicando que estes animais encontravam-se 

em estágio final da fase aguda, ainda com leptospiremia, anticorpos detectáveis e 

colonização renal. 

Apenas um animal apresentou sorologia negativa e cultivo e PCR de rim 

positivo, provavelmente indicando que este animal esteja infectado por um sorovar não 

presente na bateria de antígenos estudados à técnica Soroaglutinação Microscópica 

(SAM) utilizada neste trabalho, não apresentando reação cruzada para os sorovares 

testados, encontrando-se na fase de convalescência e portador renal. 

 Obtivemos ainda apenas um animal com sorologia negativa e cultivo e PCR de 

fígado positivos, provavelmente indicando que este animal encontrava-se em infecção 

recente, com leptospiremia, ainda sem anticorpos detectáveis e sem colonização renal.  

 Em relação ao provável estágio de infecção encontrado nos 23 animais 

sorologicamente positivos, nove ovinos (39,1%), com cultura e/ou PCR positivos em 

amostras hepáticas, apresentavam-se em fase aguda da infecção, o que poderia indicar 

que a infecção era constante nestas propriedades. Em relação aos 23 animais 

sorologicamente positivos, nove ovinos (39,1%) com cultura e/ou PCR positivos em 

amostras renais, apresentavam-se em fase crônica da infecção (portador renal), o que 

poderia indicar que estes animais pudessem atuar como reservatórios da doença, 

disseminando o agente ao meio ambiente, a outros animais e ao homem. 

Portanto, neste trabalho pôde-se verificar que, frente às pesquisas avaliados o 

sorovar Autumnalis foi o mais importante nestes ovinos estudados, tendo-se 23% de 

animais sorologicamente positivos. 
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Embora hajam poucos estudos relacionados a isolamento de leptospiras em 

ovinos, o resultado apresentado, quando comparado a outros trabalhos, foi maior, e a 

técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. conseguiu 

detectar os animais verdadeiramente infectados, demonstrando em que provável fase da 

infecção estes animais se encontravam, caracterizando a leptospirose como uma doença 

importante na espécie ovina, de caráter ocupacional. 

Como medida de prevenção à leptospirose é necessário que se adotem medidas 

de manejo higiênico-sanitárias mais eficazes, a fim de evitar que a doença se instale nos 

rebanhos de ovinos, bem como ocorra a transmissão do agente para o meio ambiente e 

para os hospedeiros susceptíveis.  

Para isto, mediante o diagnóstico positivo para leptospirose no rebanho, tendo 

em vista a proteção vacinal sorovar-específica, é importante utilizar vacinas para o 

rebanho contendo o maior número possível de sorovares presentes no rebanho ou na 

região específica de criação, ainda que a imunidade seja curta e sejam necessário doses 

de reforço (PUGH, 2004).  Há também a necessidade de aplicação de antibioticoterapia 

na tentativa de eliminação dos portadores renais, visando à redução ou eliminação dos 

fatores de risco.  

Evitar o contato de animais sadios com outras espécies possíveis portadoras de 

leptospiras; prevenir e/ou eliminar a população de roedores existente; evitar o acesso a 

água de superfície onde coabitam animais silvestres e, para a espécie ovina 

especialmente, promover o manejo separado de outras espécies de animais, como os 

bovinos, evitando a pastagem consorciada, são medidas passíveis de execução visando a 

não instalação da leptospirose no rebanho de ovinos. Desta forma, evitam-se prejuízos 

econômicos aos produtores, bem como previne-se a disseminação de leptospiras para o 

meio ambiente e para o homem. Portanto, é papel do médico veterinário na prevenção 

desta zoonose nos rebanhos, contribuindo, direta e indiretamente, para um estado 

sanitário de ótima qualidade e, consequentemente, na proteção da população humana 

susceptível. 
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FIGURA 1 – Produtos de amplificação a partir dos fragmentos de fígado e rim

de 12 ovinos, pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) para 

Leptospira spp. de oito diferentes propriedades localizados no Estado de São 

Paulo. Legenda: 1- 331 pares de base (pb) (Invitrogen); 2- A1F; 3- A2F; 4-

A2R; 5-G1F; 6-G2F; 7- H1F; 8-H1R; 9- H2F; 10-J1R; 11- M1R; 12- Q1R; 13-

R1R; 14- R2R; 15- U1F; 16 – Controle Positivo; 17- Controle Negativo. 
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