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RESUMO

A leptospirose é uma enfermidade infecto-contagiosa causada por diversas cepas da
bactéria Leptospira interrogans, as quais infectam animais domésticos, silvestres e o
homem. Os animais silvestres podem exercer papel fundamental na epidemiologia
da doenga, devido a grande disseminagao de leptospiras para 0 meio ambiente e a
possibilidade de infecgao entre os animais e 0 homem, constituindo-se, portanto, em
uma importante zoonose. Quando esses animais vivem em cativeiro, como em
zooldgicos, a infeccdo e a disseminagdo de patégenos podem ocorrer entre os
animais silvestres do préprio zooldgico, animais sinantrépicos, funcionarios e o
publico visitante. Com o intuito de conhecer melhor a ocorréncia e epidemiologia da
leptospirose em animais silvestres e também em roedores sinantrépicos comensais,
que co-habitam o local, foi realizado um estudo com animais em cativeiro e de vida
livre, procedentes do Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de llha Solteira- SP
(CCFS). Foram colhidas amostras sanguineas de 41 animais em cativeiro e de 59
animais de vida livre, assim como 13 amostras de rim e figado de ratos. As técnicas
diagnodsticas utilizadas foram a Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. e cultivo de rim e figado de
ratos em meio de Fletcher. Pela SAM obteve-se 89 (89%) amostras positivas para
um ou mais sorovares de Leptospira spp.; com prevaléncia do sorovar Andamana.
Para a pesquisa do agente em fragmentos de figado e rim dos ratos, 13 amostras de
cada tecido foram cultivadas em meio de Fletcher, apresentando sete (53,8%)
amostras positivas, sendo trés amostras de rim e quatro de figado e todos os
animais com sorologia positiva. Pela técnica de PCR a partir do sangue dos animais
de vida livre e em cativeiro 38 animais (38%) foram positivos para Leptospira spp., a
partir de 6rgaos (rim e figado) dos roedores sinantropicos nove (69,2%) animais
foram positivos e a partir da cultura de 6rgaos dos roedores obteve-se uma
positividades de 30,8%. De acordo com os resultados obtidos, pdde-se observar a
ocorréncia da infecgao leptospirica entre os animais, sendo necessaria a adogao de
medidas profilaticas para o controle desta zoonose no local.



ABSTRACT

Leptospirosis is a disease caused by various strains of the spirochete bacterium
Leptospira interrogans, which can infect domestic and wildlife animals, as well
humans. Wild animals may play a key role in the epidemiology of the disease, due to
the large spread of leptospires into the environment and the possibility of infection
between animals and man, becoming therefore an important zoonosis. When these
animals live in captivity in zoos, the infection and spread of pathogens can occur
between the wild animals of the zoo itself, synanthropic animals, employees and
visitors. In order to better understand the occurrence and epidemiology of
leptospirosis in wild animals and in synanthropic rodents, which co-inhabit the place,
a study was conducted with free-living animals and in captivity, found in Wild Fauna
Conservation Center from llha Solteira-SP. Blood samples were collected from 41
animals in captivity and 59 free-living animals, as well as 13 samples of kidney and
liver of rats. The diagnostic techniques used were the Microscopic Agglutination Test
(MAT), the Polymerase Chain Reaction (PCR) and cultivation in Fletcher medium.
MAT was positive in 89 (89%) samples for one or more serovars of Leptospira spp.,
with prevalence of serovar Andamana. For the research of agent into fragments of
liver and kidney of rodents, 13 samples of each fragment were grown in Fletcher
medium, with seven (53,8%) positive samples (three kidney samples and four liver
samples). All rats were reactive by MAT. Related to PCR from the blood of free-living
animals and in captivity, 38 animals (38%) were positive for Leptospira spp.; nine
rodents (69,2%) presented positive fragments at PCR and four animals (30,8%)
presented positive samples of the culture of the fragments at PCR for Leptospira spp.
According to the results, we observed the occurrence of infection among the animals,
needing the adoption of prophylactic measures to control this zoonosis in this place.
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1. INTRODUGAO

A maioria das recentes emergéncias de doengas infecciosas sdo causadas
por mudangas nas interagdes ecoldgicas entre patdogenos e hospedeiros (1,2). Tais
mudancgas podem ser naturais ou de origem antropogénica, incluindo expansao das
atividades humanas e fronteiras agropecuarias, fragmentagao de habitat, poluicao,
entre outras (3). Essas mudangas ecologicas permitem o aumento do contato entre
especies de patdogenos e novas populagdes de hospedeiros e a selegado natural
pressiona para a dominancia de patdgenos que se adaptem a essas novas

condigdes ambientais (2).

De fato, 61% de todos os patégenos humanos sao classificados como
zoonoses (4), ou seja, sdo doencas transmitidas dos animais para os seres
humanos. A preocupacado é que estas infeccdes possam espalhar-se amplamente
entre populagbes humanas depois de introduzidas e possam atingir diferentes

espécies de animais reservatorios.

Os animais silvestres da fauna brasileira estdo localizados na natureza (vida
silvestre) ou em cativeiro, vivendo em parques zooldgicos (zoos), criadouros
conservacionistas, cientificos ou comerciais, institutos de pesquisa, centros de
triagem e reabilitacdo ou em residéncias, criados ilegalmente como animais de
estimacao (5). Tais animais podem ser reservatérios e portadores de zoonoses, tais

como a leptospirose. Estudos tém demonstrado que os animais silvestres ocupam
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papel relevante na epidemiologia da leptospirose, principalmente pequenos

mamiferos, atuando como reservatérios de diversos sorovares (6).

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete animais
domeésticos, silvestres e o homem. Assume carater epidémico em determinadas
regides, com maior freqiéncia em paises tropicais e em desenvolvimento (7),
acarretando com isto sérios problemas soécio-econdmicos. Foi primeiramente
descrita em 1886 por Adolf Weil. O agente etioldgico da doenga € representado por
espiroquetas patogénicas, pertencentes a Ordem Spirochaetales, Familia
Leptospiraceae e Género Leptospira. Sdo microorganismos aerdbios obrigatorios,
helicoidais, flexiveis e moéveis que medem de 6 a 20 ym de comprimento e 0,1 uym
de diametro. Apresentam as extremidades dobradas ou em forma de ganchos e séao
constituidas por um corpo citoplasmatico e filamento axial enrolados em espiral,
sendo ambos envolvidos por uma membrana denominada envelope ou membrana
envolvente, e uma camada de peptideoglicano formando um complexo basal
semelhante ao de uma bactéria Gram-negativa, contudo com baixa atividade

endotoxica (8,9, 10, 11).

Anteriormente o género Leptospira era dividido em duas espécies:
Leptospira interrogans, apresentando uma variagdo antigénica caracterizada por
23 sorogrupos e 202 sorotipos (12), que englobava um grande numero de
variedades antigénicas, e Leptospira biflexa, variedades de comportamento saprofita
de vida livre presentes em agua doce de superficie, distribuidas em 38

sorogrupos e 65 sorotipos (13). Essa divisdo baseava-se em critérios estritamente
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relacionados a reagdes soroldgicas relativamente especificas, que forneciam os
sorogrupos e os sorovares de leptospiras patogénicas e saprdfitas. A identificacdo
dos sorotipos sé era possivel pelo emprego da técnica de absorgédo cruzada de

aglutininas, executada por laboratérios de referéncia (14).

Na reunido do Subcomité de Taxonomia realizada em 2007 em Quito,
Equador, as espécies de leptospiras foram reclassificadas e divididas em 13
espécies patogénicas (L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. wielli e L. wolffii) e seis saprofitas (L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae,

L. kmetyi, L. vanthielli e L. wolbachii) (15).

As variantes da bactéria ndo possuem especificidade por determinados
hospedeiros, mas possuem certas preferéncias. Por exemplo, o0 sorogrupo
Icterohaemorrhagiae é o mais importante em termos de saude publica; ja o
sorogrupo Pomona tem tropismo pelos suinos e o Hardjo, por bovinos. O sorogrupo
Icterohaemorrhagiae tem como hospedeiro preferencial o rato de esgoto (Rattus
norvegicus), considerado o principal transmissor da leptospirose para o homem, pela
proximidade e por existir em grande niumero. Os roedores das espécies Rattus rattus
(rato de telhado ou rato preto) e Mus musculus (camundongo) também podem

desempenhar o papel de transmissores (16).

Mais de 500 mil casos de leptospirose severa sao reportados anualmente no

mundo (17). A leptospirose humana é uma doenga de notificagdo compulséria no
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Brasil, onde no periodo entre 1997 a 2012 foram confirmados 53.923 casos com
5.664 obitos (18). Apenas nos Estado de Sdo Paulo no mesmo periodo de 1986 a
2013 foram confirmados 18.447 casos sedo que destes 3.285 vieram a obito (19). A
taxa de mortalidade da doenca de Weil (forma grave) e da sindrome hemorragica
pulmonar severa é de 10% e 74%, respectivamente (20). Alguns estudos sugerem
que a leptospirose pode representar entre 20 a 40% das doengas febris de origem
desconhecida (21). Esta prevaléncia é subestimada devido a baixa sensibilizacdo da
comunidade médica, da auséncia de sintomas especificos e da disponibilidade de
testes diagndsticos, além do fato de alguns pacientes apresentarem a forma branda

da doenca, ndo procurando assisténcia médica (17).

A penetragcdo da Leptospira spp. ocorre pelas mucosas, lesbes na pele ou
mesmo na pela pele integra, seguindo-se sua multiplicagdo no sangue e
praticamente em todos os 6rgaos e tecidos (22). As manifestacdes clinicas da
leptospirose variam conforme a espécie animal, a susceptibilidade individual, a
patogenicidade e a viruléncia do sorovar envolvido (23,24). Apds a penetracao da
bactéria no organismo susceptivel, o microorganismo dissemina-se pela corrente
sanguinea, atingindo todos os 6rgaos (25). O periodo de incubagao geralmente € em
torno de 5 a 14 dias, porém tém sido descrito periodos mais curtos ou longos, em
alguns casos, como de 72 horas, a um més ou mais. A leptospirose caracteriza-se
por uma vasculite. O dano as células endoteliais capilares € a causa basica das
manifestacdes clinicas, tais como disfungdo tubular renal, hepatica, miocardite e

hemorragia pulmonar (26).



25

O diagndstico laboratorial da leptospirose pode ser realizado por exames
sorologicos, para pesquisa de anticorpos, isolamento do agente ou pesquisa
molecular do material genético bacteriano (27,28). A prova para detecgdo de
anticorpos € a Soroaglutinagdo Microscépica (SAM), teste de referéncia no
diagndstico laboratorial da leptospirose (27, 29). O principio da técnica é a reagao de
aglutinacao entre os anticorpos presentes no soro dos hospedeiros e o antigeno-O
dos lipopolissacarideos (LPS) de membrana das leptospiras (29). O isolamento do
agente é realizado a partir da cultura que é o diagndstico definitivo da leptospirose,
porém € limitada pelo crescimento lento, com longo periodo de incubagao (até 13
semanas). Nao é rotineiramente utilizada por demandar longo periodo de tempo
para o resultado final, porém o isolamento € importante para o conhecimento da
epidemiologia da leptospirose (15). A biologia molecular para pesquisa do material
genético bacteriano tem despontado como opgao, pelas dificuldades e limitagdes

das técnicas soroldgicas e microbiologicas utilizadas no diagnéstico (30,31).

A leptospirose € tradicionalmente relacionada com as condigdes
socioeconbémicas e climaticas, que geralmente ocorrem em paises em
desenvolvimento, sendo esporadicamente relatada em paises desenvolvidos,
frequentemente como casos importados ligados a viagens internacionais (32).

Atualmente, surtos de leptospirose foram associados ao turismo (17) e
atividades recreacionais em ambiente silvestre. Desta forma, verifica-se a
importancia de estudos relacionados ao papel de espécies de animais silvestres

como reservatorios, tanto no ambiente silvestre como em cativeiro.
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Carater ocupacional, residéncia (ambiente rural e urbano — favelas) e
incidéncia sazonal de chuva sao reflexos do fator geografico, climatico, social e
cultural, que sao os determinantes basicos da leptospirose. O surto de leptospirose
ocorre pela interagado entre os trés elos da cadeia epidemioldgica: a leptospira, o
reservatorio e o hospedeiro susceptivel (33).

As alteragcdes climaticas ndao somente levam a calamidades naturais, mas
também podem ter impacto na emergéncia de doencgas, como a leptospirose. Em
particular, alta pluviosidade e enchentes em algumas regides levam frequentemente
a epidemias graves (21). As condigdes sanitarias precarias e o sistema de drenagem
de agua de chuva inadequado, juntamente com o acumulo de lixo, favorecem o
contato humano com excrecgdes de roedores, principalmente urina (34), assim como
o contato de animais silvestres mantidos em cativeiro, bem como os animais de vida

livre, com estes excretas.

No Brasil, a leptospirose foi descrita pela primeira vez por Beaurepaire de
Aragao, em 1917 (35), demonstrando a presenca do microorganismo em ratos,
chamando assim a atengao para a existéncia desta enfermidade no pais. Carini, em
1918 (36), foi quem, pela primeira vez, examinando ratos procedentes do bairro
Ponte Grande, em Sao Paulo, demonstrou a existéncia da L. icterohaemorrhagiae

em ratos, naturalmente infectados.

Marcos Enrietti (37), estudando a incidéncia de leptospiras em murideos,

caninos e suinos em Curitiba, Parana, verificou que, o indice de leptospira entre os
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ratos de esgoto foi de 78%, exercendo papel epidemioldgico importante para

disseminagao desta infec¢ao para estes animais nesta cidade.

Zea Constante Lins (38), estudando as leptospiroses humanas na Amazénia,
em maio de 1968, evidenciou nove casos positivos em Belém, sendo dois fatais,
tendo-se conseguido o isolamento do agente causal em um deles, acreditando-se

ser o primeiro caso de isolamento registrado na regido norte do pais.

Marcelo Oswaldo Alvares Corréa, no final dos anos 60 e inicio dos anos 70
(39), no Brasil, verificou os sorovares mais patogénicos isolados do homem, tendo
encontrado o Icterohaemorrhagiae como o mais importante, assim como outros
pesquisadores, como Carlos Almeida Santa Rosa e colaboradores, em 1970 (26).
Em 1973, Carlos Almeida Santa Rosa e colaboradores (40) verificaram também o

sorovar Pomona como o sorovar mais patogénico e prevalente em suinos.

Trabalhos relatados por Alvares Corréa e Saburo Hyakutake, em 1972(41),
reconheceram alguns surtos epidémicos de leptospirose na cidade de Recife, tendo
em vista o ambiente urbano propicio a proliferagdo de roedores, associado a altas

precipitacdes pluviométricas.

Em 1968 no Brasil, Santa Rosa e colaboradores e Giorgi, em 1981 , iniciaram
relatos de levantamentos sorologicos de anticorpos anti-Leptospira de diferentes
sorovariedades, como Canicola, Grippothyphosa, Hebdomadis, Pyrogenes,

Tarassovi e Wolfii (42,43).
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A presencga de animais reatores para diferentes sorovariedades pode estar
relacionada a presenca de determinados animais domésticos e silvestres (44).
Animais silvestres sao relevantes na epidemiologia da leptospirose, pois algumas
espécies, principalmente pequenos mamiferos, atuam como reservatérios de

diversos sorovares (6).

Azevedo e colaboradores (45), na Paraiba, estudaram a soroprevaléncia
para leptospirose em suinos, encontrando o sorovar Pomona como o mais

frequente.

Santa Rosa e colaboradores (46) publicaram a experiéncia de nove anos de
estudos sobre leptospirose no Instituto Bioldgico de S&do Paulo. Nesse periodo,
foram examinados 21.263 soros humanos e de animais, sendo 15.080 soros de
bovinos, onde pelo teste de Soroaglutinagdo Microscépica, houve a predominancia
do sorovar Wolffi; em 3242 soros de suinos, 19,5% foram reagentes, com
predominio do sorovar Pomona e em 916 soros humanos, a maior frequéncia foi o

sorovar Icterohaemorrhagiae.

Fernando Cordeiro e colaboradores, em 1974 (47), em levantamento
soroldgico para leptospirose verificaram que, a sorovariedade Bratislava apresentou
elevada prevaléncia em equinos da regiao de Minas Gerais, concordando com os

trabalhos levantados por Santa Rosa e colaboradores, em 1968 (42).

Os reservatérios da doenga sdo animais domésticos e silvestres, que

transmitem a doenga para o homem, cabendo ressaltar que os roedores
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desempenham o papel de principais reservatorios da doencga, pois albergam
leptospiras nos rins, eliminando-as vivas no meio ambiente, e contaminando agua,
solo e alimentos (48). Os roedores funcionam como portadores permanentes para
Leptospira na natureza, mantendo a bactéria inviolada no interior dos tubulos renais

por longos periodos (49).

Desta forma, areas com elevada populagao de ratos e sujeitas a ocorréncia
de enchentes ndo devem ser consideradas como as unicas de risco de leptospirose,
mas também aquelas destinadas ao depdsito de lixo, por exemplo, nas quais existe
uma quantidade muito grande de roedores e ha o contato de pessoas com aquele

ambiente (50).

Entretanto, com o avango dos estudos epidemiolégicos, o numero de
hospedeiros de leptospiras reconhecidos passou a ter um aumento vertiginoso,
sabendo-se hoje que, a maioria dos animais, sejam domésticos ou silvestres, em
presenca de fatores ecoldgicos favoraveis, podem contribuir para a perpetuacao de
sorovariedades patogénicas de leptospiras no ambiente em que vivem,

disseminando-as pela urina (51).

Estudos em animais silvestres representam possivel lacuna no estudo da
cadeia epidemioldgica, o que dificulta a elaboracdo de planos estratégicos de
controle desta enfermidade, em regides com grande densidade de animais, matas e
rios (52). A participacado de animais silvestres como reservatorios ou portadores de

zoonoses na natureza e em cativeiro é de grande importancia (53). Neste contexto,
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zooldgicos oferecem oportunidades para o estudo desses animais em situagdes
controladas e sao importantes fontes de informagdo para investigacbes
epidemiologicas de doengas transmissiveis (54,55). Apesar dos cuidados com o
manejo sanitario, os jardins zooldgicos ainda propiciam a transmissao de doengas
como a leptospirose (5). Com a proximidade dos animais silvestres ao ambiente
domeéstico, devido a mudancgas climaticas, queimadas e desmatamentos, o risco de
infecgao torna-se cada vez maior, contribuindo para a disseminagao da enfermidade.
Vale a pena salientar, que estes animais em quase totalidade mascaram os sinais

clinicos, mesmo estando infectados com agentes etioldgicos.

A infeccdo e a disseminagdo de patdégenos podem ocorrer para 0s animais
silvestres do proprio zooldgico, animais sinantropicos, funcionarios e o publico
visitante (55). Neste ambiente, primatas e carnivoros selvagens podem vir a se
comportar como hospedeiros e reservatérios de agentes etiolégicos de zoonoses,

como a leptospirose (56).

A demonstragao de leptospiras em varias espécies de animais silvestres tem
ocorrido em varias partes do mundo, como em roedores, edendatas, carnivoros e
artiodactilas, os quais podem atuar como fontes de infecgéo (57, 58, 59). Desta
forma, disseminam a infeccdo pela urina para outros animais e para o ambiente,
infectando também o homem, constituindo-se, portanto a leptospirose em uma

importante zoonose e um sério problema de saude publica (53,60).
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Poucos estudos evidenciam a presenga da leptospirose acometendo
populagdes cativas, relatando 6bito em primatas (61,62), guanaco (63) e ariranhas

(64).

No Brasil, as investigacbes sorologicas sobre a leptospirose em animais
selvagens de cativeiro tém apresentado resultados variaveis, sendo realizadas em
zooldgicos do Sao Paulo-SP (56), Rio de Janeiro-RJ (65), Foz do Iguacu-PR (66)
Uberaba-MG (67), Bauru-SP (68) e Sorocaba-SP(69). Em primatas, os sorovares
mais prevalentes foram Castellonis, Copenhageni e Grippothyphosa (56, 65); em
canideos, foram Canicola, Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Gryppothyphosa,
Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Patoc e Pomona (56,66,67) € em procionideos e

mustelideos foi o sorovar Copenhageni (65).

Em pesquisas realizadas por Corréa et al. (56), 302 amostras de soro de
animais silvestres foram analisadas num periodo de trés anos, na Fundacao Parque
Zoolégico de Sao Paulo, onde 59 foram reagentes para a técnica de SAM. Foram
utilizados 25 antigenos, sendo que o isolamento do agente ocorreu a partir do tecido
renal do Rattus novergicus e Didelphis marsupialis, sendo o primeiro, responsavel
pela transmissdo das leptospiras nos animais do zooldgico. Estudos realizados por
Esteves et al. (67) mostraram que a incidéncia de leptospirose em animais silvestres
mantidos em cativeiro foi menor do que em animais de vida livre. Porém, a infecgao
por Leptospira spp, também ocorreu nos primeiros, pela disseminagao das bactérias
pela urina. Souza Junior et al. (70) realizaram um estudo sorolégico em 427 animais

de vida livre resgatados do lago da Usina Hidrelétrica Luis Eduardo Magalhaes,
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Tocantins, sendo 286 macacos prego (Cebus apella), 82 bugios (Alouatta caraya),
31quatis (Nasua nasua), 10 cachorros do mato (Cerdocyon thous), sete cutias
(Dasyprocta sp), seis tamanduas mirins (Tamandua tetradactyla) e cinco tatus
(Euphractus sexcintus) e encontraram soros positivos em 16,1% dos macacos
prego, 2,4% dos bugios, 12,9% dos quatis, 20% dos cachorros do mato e os titulos
variaram de 100 a 1600. Todas as cutias, tamanduas e tatus foram negativos para

leptospirose.

Na regido do Pantanal do Mato Grosso, Miranda (71) relatou que apesar de
ocorreéncia de coaglutinacdo, trés dos seis tamanduas-bandeira (M. tridactyla)
sororreagentes para Leptospira spp., sendo prevalentes o0s sorovares

Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae e Shermani.

Pequenos mamiferos, geralmente espécies selvagens, sao os reservatorios
mais importantes de leptospiras na natureza. Entre eles, o guaxinim (Procyon lotor),
tem sido relatado como uma das espécies silvestres mais importantes devido ao
maior potencial para a transmissdo de doencas, incluindo leptospirose e cinomose,
destes para espécies domésticas, especialmente bovinos, no caso de leptospirose,
varios estudos tém constatado que guaxinins sao soropositivos para Leptospira

interrogans sorovares Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae (72,73,74,75) .

Pimentel et. al. (76) realizaram pesquisa no Zooldgico do Parque da Cidade
“‘Governador José Rollemberg”, em Aracaju- SE, verificando que, dos 32 animais

examinados, quatro (12,5%) reagiram para Leptospira spp., sendo trés animais
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procedentes da natureza e um nascido no z6o. Foram encontradas reag¢des para o
sorovar Copenhageni, nos primatas macaco-prego € macaco-prego-peito-amarelo,
bem como em carnivoros raposa e guaxinim. Reagbes para este sorovar ja foram
observados por Marchiori Filho et al. (77) em javalis (Sus scrofa scrofa), em
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), por Milagres (78) e em veado-campeiro
(Ozotoceru bezoarticus) por Girio et al. (52). Portanto, outras espécies também
podem estar participando da cadeia epidemiolégica deste sorovar. Destaca-se que,
no Brasil, este sorovar foi o principal responsavel pelos casos de leptospirose em

humanos, em Sao Paulo (79).

Em trabalho recente realizado por Ullman et al. (69), no Zoo de Sorocaba, de
229 mamiferos estudados, 13 foram reagentes para Leptospira spp, sendo que
dentre as espécies estudadas , de 3 animais da espécie Alouatta caraya avaliados
um foi reagente para o sorovar Butembo, de 14 animais da espécie Cerdocyon thous
dois foram reagentes para o sorovar Sentot e de 16 animais da espécie Crysocyon
brachyurus foram avaliadas 16 amostras sendo uma positiva para o sorovar

Canicola.

Embora veterinarios, bidlogos e zootecnistas se esforcem para um bom
manejo de espécies silvestres mantidas em parques, zooldgicos e unidades de
preservacdo, muitas doengas causadas por virus e bactérias podem atingir esses
animais e, consequentemente, tornarem-se portadores e/ou reservatorios
disseminadores de enfermidades. Uma das doencgas que pode atingir os recintos € a

leptospirose, representando papel importante na saude publica, pois, ao atingir os
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animais, devido ao estreito contato favorece a transmissdo para o homem. Desta
forma, tendo em vista que os animais silvestres podem ser reservatérios de
leptospiras, representam um fator de risco para os individuos que trabalham direta
ou indiretamente com estes animais, bem como com o0s que vivem nas
proximidades, ou até mesmo para os visitantes do local, representando, portanto,

uma doenga de carater zoonadtico que deve ser levada em consideragao.

O conhecimento da leptospirose na fauna silvestre € de grande importancia
para o seu controle e profilaxia; portanto, a proposta do presente estudo foi realizar
um inquérito soroepidemiolégico no Centro de Conservagdo de Fauna Silvestre
(CCFS), o qual é mantido pela Companhia Energética do Estado de Sao Paulo
(CESP) no municipio de llha Solteira. Constitui-se em uma area de 18 hectares de
vegetacdo do tipo cerraddo, destinada a conservacdo de muitas espécies da fauna
brasileira. Foi construido em 1979 pela administracdo da CESP, com a finalidade de
abrigar e preservar animais provenientes do enchimento dos reservatorios das

hidrelétricas de Jupia e de llha Solteira.

Atualmente é reconhecida pela comunidade Zooldégica Nacional, com as
quais mantém intercambio pelos trabalhos de alto nivel na preservacgao, reproducao
e criagdo em cativeiro de espécies como o jacaré-de-papo amarelo (Caiman
latirostris), arara Canindé (Arara ararauna), tamandua-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla), bugio vermelho (Alouatta caraya), cervo-do- pantanal (Blastocerus
dichotomus), lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), jaguatirica (Leopardus pardalis),

cachorro-do-mato- vinagre (Speothos venaticus), entre outros. E também pioneiro no
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aleitamento artificial de cervo-do- pantanal (Blastocerus dichotomus) (80). Além das
espécies mantidas em cativeiro, ainda ha no local a fauna de vida livre que é
constituida de cotias, tatus, tucanos, gambas, teius, ratos silvestres, micos,
morcegos entre outros, 0s quais possuem grande importancia para o estudo
epidemiologico da leptospirose, tendo em vista que esses animais podem atuar

como reservatorios desta zoonose.

Por ser uma enfermidade de grande importadncia em saude publica e pelo
estreito contato entre animais silvestres de vida livre e de cativeiro, € de extrema
importancia a realizagdo de um estudo epidemiolégico no CCFS. Além disso, a
unidade de preservagao encontra-se no perimetro urbano do municipio de llha
Solteira, havendo portanto, a necessidade de avaliar riscos zoondéticos nessa area.
Dessa forma, torna-se necessario identificar os focos da leptospirose e avaliar os
fatores epidemioldgicos de riscos envolvidos na manutencdo e na disseminagao
desta enfermidade para que se possa adotar melhorias no manejo destes animais e

tomar medidas eficazes no controle da expansao desta enfermidade.
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2. OBJETIVOS

v’ Verificar a soroprevaléncia de leptospirose em animais silvestres em
cativeiro e em animais de vida livre, procedentes do Centro de
Conservacgao da Fauna Silvestre-CCFS/CESP de llha Solteira, bem
como em roedores sinantropicos comensais, capturados proximos aos
recintos dos animais, por meio da prova de Soroaglutinagcao
Microscopica (SAM); e posterior realizacdo da prova de Reagdo em

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.;

v’ Verificar a participacao dos roedores sinantrépicos comensais,
capturados no CCFS, como portadores renais e/ou hepaticos de
Leptospira spp. pelo isolamento em meio de cultura de Fletcher e
confirmacao pelas técnicas de Reacao em Cadeia da Polimerase

(PCR) para Leptospira spp.;

v' Comparar a sensibilidade e especificidade das técnicas de
Soroaglutinagao Microscépica (SAM), Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para Leptospira spp. e também do isolamento em

meio de cultura.



MATERTAL
E

METODOS



39

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Estudo

A cidade de llha Solteira localiza-se no extremo noroeste do Estado de Séo
Paulo, na divisa com Mato Grosso do Sul, na margem paulista do Rio Parana, logo
abaixo da confluéncia com o rio S&o José dos Dourados. Tem como coordenadas
geograficas: longitude 51°06°35"'W e latitude 20°38°44°°'S. O clima é classificado
como tropical chuvoso de bosque, marcado por chuvas de verao e estiagem no
inverno. O indice pluviométrico anual é de 1.300mm, com temperatura média anual
de 28°C, sendo a média das maximas anuais de 31°C. O municipio é banhado pelo
Rio Parana a oeste, Rio Tieté ao sul e Rio Sdo José dos Dourados ao centro, sendo
que os dois ultimos desembocam no primeiro (81). Os animais estudados foram
procedentes do Centro de Conservagao da Fauna Silvestre (CCFS) de llha Solteira,

que se localiza no perimetro urbano do municipio (Figura 1).
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Figura 1 — Imagem de satélite do municipio de llha Solteira/SP. O Centro de
Conservagao da Fauna Silvestre,é representado pelo contorno (amarelo). Fonte:
http://earth.google.com.br. Botucatu, SP, 2013.

3.2. Autorizagao para Realizagao do Estudo

Para realizagcdo do presente estudo o mesmo foi apresentado aos o6rgaos
competentes para prévia autorizacdo, sendo estes: Comiss&o de Etica em Pesquisa
e Experimentacédo animal (CEEA) da FMB-UNESP, tendo sido aprovado em 31 de
margo de 2011, protocolo 871-2011 (Anexo1). Solicitada prévia autorizagao junto ao
IBAMA em 22 de margo de 2011, numero 26841-1 (Anexo 2). As colheitas biolégicas

dos animais do CCFS foram autorizadas pelos responsaveis (Anexo 3).



3.3. Espécies Avaliadas

Participaram do estudo 100 animais silvestres, sendo 41 mantidos em

cativeiro (Quadro 1) e 59 animais de vida livre, os quais circulavam no interior do

CCFS (Quadro 2).

Quadro 1 - Relacdo de animais em cativeiro e quantidade de animais estudados,
procedentes do Centro de Conservacdo da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu,

SP, 2013.

Animais em Cativeiro

Quantidade

Cateto (Pecari tajacu)

Macaco Prego (Cebus apella)

Mao Pelada (Procyon cancrivorus)

Bugio (Alouatta caraya)

Cachorro do Mato (Cerdocyon thous)

Gato Mourisco (Herpailurus yaguarondi)

AW oW

Queixada (Tayassu pecari)

N
N

Raposinha (Pseudolopex ventulus)

Lobo guara (Chrysocyon brachyurus)

Cachorro do Mato Vinagre (Speothos venaticus)

[ N IS N NEE N

Total

41

Quadro 2 - Relagéo de animais de vida livre e quantidade dos animais estudados do Centro

de Conservacao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

Animais Quantidade
Tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) 13
Teiu (Tupinambis merianae) 14
Cotia (Dasyprocta aguti) 13
Gamba (Didelphis albiventris) 6
Rato (Rattus spp.) 13

Total

59
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3.4. Contencao dos animais

3.4.1. Animais em cativeiro

Os animais mantidos em cativeiro foram capturados com auxilio de puca
(Figura 2) e anestesiados com a associagdo de Xilazina (2mg/kg, Calier®) e

Ketamina (25mg/kg Forte Dodge®), por via subcutanea.

Figura 2 — Procedimento de contencdo para animais em cativeiro. A- Contengao
quimica em um Cachorro-do-Mato (Cerdocyon thous). B-Contencao Fisica.
Botucatu, SP, 2013.

3.4.2. Animais de vida livre
3.4.2.1. Roedores sinantropicos, gambas e cotias

Animais de vida livre foram capturados em armadilhas de arame galvanizado
com gancho e/ou sem do tipo “Shermann” (Figuras 3 e 4), as quais eram
posicionadas proximas aos recintos dos animais, desde as 17 horas até as 7 horas
do dia seguinte (Figura 5).Posteriormente estes animais foram contidos e
imobilizados com associagdao de Xilazina (2mg/kg, Calier®) e Ketamina (25mg/kg

Forte Dodge®)s via subcutanea.



43

Figura 3 — Captura de roedor sinantrépico (Rattus spp.), com a utilizagdo de
armadilhas. Botucatu, SP, 2013.

Figura 4 — Captura de gamba (Didelphis albiventris) ,com a utilizagdo de armadilhas.
Botucatu, SP, 2013.




44

Cervo do Pantanal

P —
On aPintada\/
e Pac
Cachorro Lobo Ont;aParda \
do Mato Guara eado 5. oo
e ;
—— =1 I == ==\ J~" Pelada )

7

5 | E_—I Sui[n::m gj—lraddeos

o — a— =] =

-5' 5 Psmma:swandep o Catete
2 'ﬁ,‘a w,l = | B P )
N PP= ' 5 £ Queldnios
> w |
.g |I dos L@ g % Antmes e ® Jacaré Ararae Carcara Recinto Circul

el [ 3 |

5 técnicos | * » E | }.- *
;' l mg-i 'C’g’ £ |Animais médio porte ; 1
=N i | = % é - Ofidios

ﬁl‘; s g‘é o & G ato Mouri < *

- x ato urisco -
by R IR =
=x |

I )

G ato do MNato

L
"
i
lc‘
J
eynzo) |
S u- » NN
&
=
) & e
oarewy odei ap reaef

Nill —’-./
(0 | Animais médio pg \\ e
| & )

anditéria !

Figura 5 - Mapa ilustrativo do Centro de Conservagédo da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP, com a localizagdo dos recintos dos

animais estudados. As estrelas marcam a posi¢ao onde as armadilhas foram colocadas para captura dos roedores. Botucatu, SP,
2013.



45

3.4.2.2. Tatus e Teius

Os tatus (Dasypus novemcintus) e teius (Tupinambis merianae) foram
capturados com o auxilio de puca (Figura 6), no periodo da tarde e em diversos

locais do CCFS.

Figura 6 - Captura de teiu (Tupinambis merinae) com a utilizagdo de pucga.

Botucatu, SP, 2013.

Os anestésicos utilizados para os animais de vida livre foram uma associacao
de Cloridato de Xilazina (25 mg/kg, Forte Dodge®) e Cloridrato de Cetamina
(2mg/kg, Calier®) ou Zoletil 50 (50 mg/kg, Virbac®), por via intramuscular, exceto

para teius, onde a coleta foi realizada através de contencgéo fisica.
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3.5. Colheita de amostras biolégicas

3.5.1. Sangue

Logo apos a contengdo dos animais, foram coletados de 3 a 5 mL de sangue,

dependendo da espécie.

3.5.1.2 Animais em cativeiro

A colheita de sangue dos animais em cativeiro deu-se pela veia jugular, veia

cefalica ou veia safena lateral, dependendo da espécie (Figura 7).

Figura 7 — Procedimento de colheita de sangue em um Cachorro do Mato

(Cerdocyon thous). Botucatu, SP, 2013.
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3.5.1.3 Animais de Vida Livre

A colheita de sangue dos gambas, teius e tatus-galinha deu-se pela veia
caudal central. Para as cotias a via de acesso foi a veia safena lateral. Para os

roedores sinantrépicos, realizou-se puncao cardiaca (Figura 8).

Figura 8 - Colheita de sangue em animais de vida livre. A- roedor sinantropico
(Rattus spp.). B- teiu (Tupinambis merianae). Botucatu, SP, 2013.

Apos a colheita do sangue, uma aliquota foi acondicionada em tubos
vacutainer contendo EDTA para posterior realizacao da técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para Leptospira spp., € a outra, armazenada em tubo
sem anticoagulante para obteng¢ao do soro e realizagdo da prova de Soroaglutinagao
Microscopica (SAM). Os tubos foram devidamente identificados com o numero de
cada animal e acondicionados sob temperatura de refrigeracdo em caixa isotérmica

com gelo reciclavel até a chegada ao Laboratério de Imunoparasitologia, do Depto.
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de Biologia e Zootecnia da Faculdade de Engenharia de llha Solteira — FEIS -

UNESP, apenas para armazenamento.

As amostras de sangue que seriam destinadas a SAM foram dessoradas
ap6s a retragao do coagulo e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, sendo cada
amostra de soro acondicionada em microtubos de 1,5mL, devidamente identificados
e mantidos em freezer a -20°C .até o momento da realizagcdo da prova. O sangue a
ser utilizado para PCR foi armazenado em microtubos de 1,5mL, devidamente

identificados e mantidos em freezer a — 20°C até o momento do uso.

3.5.4 Orgaos

Tendo a vista a realizagdo rotineira do controle populacional de roedores
sinantropicos no interior do CCFS, foi possivel realizar a colheita de 6rgaos (rins e
figado) destes animais (Figura 9) para a realizagdo da PCR e isolamento em meio
de Fletcher. Fragmentos de figado e rins dos roedores capturados proximos aos
recintos foram colocados individualmente em microtubos estéreis, devidamente
vedados e identificados, sendo prontamente encaminhados, sob temperatura de
refrigeragcdo, em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel, para o Laboratério de
Sanidade Animal da Unidade de Pesquisa de Bauru/SP, pertencentes ao Pdlo
Regional Centro Oeste, 6rgao vinculado a Agéncia Paulista Tecnolégica dos
Agronegocios (APTA), Secretaria da Agricultura e Abastecimento (SAA), para

realizacao do cultivo em meio de Fletcher.

Uma parte de cada fragmento, pesando entre 5 a 50mg, foi acondicionado em
microtubos estéreis de 1,5mL livres de DNAse e RNAse, contendo 1,0 mL de

solugao salina tamponada (PBS) pH 7,2 estéril, para a realizacdo da extracao do
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DNA e posterior Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.,

mantidos em freezer a -20°C até o momento de seu processamento.

Figura 9 - Retirada de figado e rins de roedor sinantropico (Rattus spp.) capturado
no interior do Centro de Conservagdo da Fauna Silvestre de llha Solteira (CCFS),
para a realizagdo da técnica de isolamento de leptospiras em meio de cultura
Fletcher. Botucatu, SP, 2013.

Apobs a colheita do material bioldgico os animais de vida livre eram marcados,

0s que eram anestesiados permaneciam em observagao e posteriormente soltos no

mesmo local. Os teils eram soltos logo apds a marcacao.

3.6. Locais de execugao dos procedimentos laboratoriais

As técnicas de Soroaglutinagao Microscopica (SAM) e cultivo de fragmentos
de rim e figado de roedores em meio de Fletcher foram realizados no Laboratério de
Sanidade Animal da APTA - Unidade de Pesquisa de Bauru/SP. A prova de Reagao
em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., foi realizada no Laboratorio

de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.
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3.7. Provas diagnésticas

3.7.1. Soroaglutinagao microscépica (SAM)

A prova de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) foi realizada segundo as
normas do Ministério da Saude (82). Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a
1:50 em solucdo 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 aglutinagdo em relagdo ao controle. As amostras
positivas ao titulo inicial foram de 1:100, novamente diluidas sucessivamente na
razao dois e testadas para os sorovares que reagiram anteriormente. O titulo final foi

aquele que ainda apresentou 50% ou mais de aglutinagao (44).

Como antigenos, foram utilizados culturas vivas de Leptospira spp., mantidas
em estufa a 29°C no Laboratério de Sanidade Animal da APTA/ Bauru, e que nao
apresentassem contaminantes e nem auto-aglutinagcdo. Os 29 sorovares utilizados
foram mantidos por repiques semanais em meio de cultura liquido 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

(Hardjo miniswajezak), CTG (HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis).
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3.7.2. Cultura em meio de Fletcher®

Os fragmentos de figado e rim utilizados para o cultivo foram processados
segundo Passos et al. (83). Em capela de fluxo laminar, devidamente esterilizada
com alcool 70% e sob ac&o de luz ultravioleta durante 30 minutos, o fragmento
hepatico, bem como o de rim (um de cada animal) foram macerados. Em seguida, o
material obtido de cada um dos 6rgaos foi inoculado em tubo contendo meio de
cultura semi-sélido de Fletcher com 0,15 % de agar, acrescido de 100ug de 5-
fluorouracil/mL e 1% de soro estéril de coelho e inativado, a 56°C por 30 minutos, e
incubados a 29°C por 16 semanas. As leituras de cada um dos tubos foram
realizadas na segunda, quarta e sexta semanas apos a semeadura, colocando-se
10uL da amostra de meio de cultura de cada tubo entre lamina e laminula,e
observadas sob microscopia de campo escuro no aumento 40X, pesquisando-se o
desenvolvimento bacteriano com a formagdo do anel de opalescéncia (zona da
Dinger). Foram consideradas amostras positivas quando visualizado espiroquetas

moveise/ou quando houvesse formagao do anel de opalescéncia.

3.7.3. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.
3.7.3.1. Preparo das amostras para a extragao do DNA

3.7.3.1.1. Sangue e Culturas

As aliquotas de sangue e culturas de rim e figado que estavam armazenadas
a -20°C em microtubos livres de DNAses e RNAse foram descongeladas em gelo e a
extragdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit llustra™ Blood Genomic Prep Mini

Spin (GE Healthcare®), conforme recomendacgdes do fabricante (Anexo 4)
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3.7.3.1.2. Orgéos
A partir das amostras de figado e rins, procedeu-se a extracdo de DNA
utilizando-se o kit lllustra™ Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit (GE

Healthcare®), conforme recomendacdes do fabricante. (Anexo 5).

3.7.3.1.3. Amplificagcao do DNA
Os iniciadores foram descritos por Mérien et al. (84) os quais amplificam

331pb, como segue:
LEP 1 (5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3)
LEP 2 (5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3)

A amplificacdo do DNA foi realizada segundo a adaptacao descrito por Mérien
et al. (84), com adaptagdes. As reacdes de PCR foram realizadas em microtubos de
0,2mL com volumes totais de 25,0uL, sendo 2,5uL de solugéo tampao de PCR
(50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8,0), 0,75uL de MgCl, (1,5mM), 0,5uL de solugao de
dNTP (0,2mM), 0,5uL de Taq Platinum DNA (1U) (Invitrogen®), 0,5uL de cada
iniciador (10pM), 17,75uL de agua ultrapura e 2uL de DNA da amostra obtida no

final da extracao.

A preparacdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf), com o seguinte perfil de ciclagem: 94°C por trés minutos, 35 ciclos de
94°C por um minuto, anelamento a 63°C por 1 minuto e meio e extensao a 72°C por
dois minutos, incluindo-se dez minutos adicionais a 72°C ao final para completar a

extensado dos segmentos amplificados.

3.7.3.1.4. Eletroforese
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A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de
eletroforese. Para tanto preparou-se gel de agarose a 1,5% adicionado de 5uL/mL
de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®). Foram utilizados 10uL do produto de
PCR e como marcador de peso molecular 4uL de 100pb ladder (Invitrogen®). Para
todas as amostras foram adicionados 2uL de uma solugdo 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 acido bérico e 0,001M
de EDTA) e a voltagem de 90V por aproximadamente 35 minutos,utilizando a fonte
Electrophoresis Power Supply Model EPS 301 (GE-Healthcare). O gel foi visualizado

no transluminador de luz UV.

3.7.4. Controles
3.7.4.1. Sangue e Culturas

Para a visualizagdo dos produtos amplificados na PCR foram utilizados
controles negativos e positivos. Como controle positivo foram utilizadas aliquotas de
culturas em EMJH de Leptospira interrogans sorovar Canicola e como controle

negativo foi utilizada agua ultrapura.

3.7.4.2. Orgaos

Para cada sequencia de extragao e purificacdo, foram utilizados controles
positivos e negativos para a técnica Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR).
Para isso foram preparadas suspensdes de figado e rim, contaminadas com L.
interrogans sorovar Canicola, como controle positivo. Para o controle negativo foi

utilizada agua ultrapura.

3.8. Analise estatistica
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Com os dados obtidos a partir dos testes diagndsticos realizados, foram
calculados os valores de sensibilidade e especificidade comparando-se as técnicas
de sorologia (SAM) e Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir de sangue
para espécies de animais em cativeiro e espécies de vida livre; para os roedores
sinantropicos também foi calculado esses valores comparando as técnicas de
cultura a partir de 6rgdos e PCR de o6rgaos; foi possivel também calcular o
coeficiente Kappa para verificar a concordancia entres esses testes. Foi utilizado o
programa SAS for Windows, versado 9.2, para os calculos estatisticos do presente

estudo.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.5. Sorologia — Soroaglutinagdo microscépica (SAM)

Do total de 100 amostras de soro analisadas pela prova de Soroaglutinagao
Microscépica (SAM), 89 (89%) foram reagentes para um ou mais sorovares de
Leptospira spp., sendo que, dos 41 animais em cativeiro, 33 (80,5%) foram
reagentes e, dos 59 animais de vida livre 56 (94,9%) apresentaram anticorpos anti-

Leptospira spp. (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 - Espécies de animais em cativeiro avaliados reagentes a técnica de Soroaglutinagao
Microscépica (SAM) e respectivos sorovares reagentes para leptospirose, dentre as 41 amostras
testadas. Botucatu, SP, 2013.

Espécie Soros Soros y Sorovares
P Examinados Reagentes ? Reagentes
. 1A, 2A, 3, 9
Bugio Preto ’ X ’ ’
(Alouatta caraya) 8 6 75 10,11A, 14A, 16A,
16B, 19, PRA
Macaco Prego
(Cebus apella) 2 ! 50 14A
Gato Mourisco 5 5 100 1A,2A,2B, 7, 9, 15,
Herpailurus yaguarondi 19, BOV
(Herp yag
Cateto 3 2 66,7 9,10, 11A, 14A, 15

(Pecari tajacu)

1A, 2B, 3, 4A, 5,

Queixada 6B, 7, 8A, 9, 10,

. 12 11 91,7 11A, 13, 15, 16B,
(Tayassu pecari) 17,18, 19, 21,PRA.
MIN, CTG
2A, 2B, 3, 5, 6B,
%ecr'(‘j%réoodnota"oa;;’) 3 3 100 8A.8B, 11A, 11B,
Y 12,13, 14A, 18
Cachorro do Mato
Vinagre 1 0 0
(Speothos venaticus)
Lobo Guara
(Crysocyon brachyurus) 1 1 100 BOV
Mao Pelada 5 4 80 2B, 5, 8A, 9, 14A,
(Procyon concrivurus) 16B, 17, 19
Raposinha 1 0 0
(Pseudalopex vetulus)
Total 41 33 80,5

Legenda: 1A (Australis), 2A (Autumnalis), 2B (Butembo), 3 (Castellonis), 4A (Bataviae), 5 (Canicola), 6B (Whitcombi), 7
(Cynopteri), 8A (Djasiman), 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 (Hardjo miniswajezak), CTG (HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis).
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Tabela 2 - Animais de vida livre avaliados & técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) e
respectivos sorovares reagentes para leptospirose, dentre as 59 amostras testadas. Botucatu, SP,
2012.

Soros Soros
Espécie Exami R % Sorovares Reagentes
eagentes
nados
1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4A, 5, 6B,
Rato 7 ,8A, 8B, 9, 10, 11A,11B,
(Rattus spp.) 13 13 100 12, 13, 15, 16A, 16B, 17,18,
19,MIN, BOV
Gamba 1A, 1B, 2A, 2B, 4A, 5, 8A,
. . . . 6 5 83,3 | 8B, 9, 10, 11B, 14A, 16A, 18,
(Didelphis albiventris)
19,21
1A, 1B, 2A 2B, 3, 4A, 5,6B, 7,
Cotia 13 13 100 8A, 9 10, 11A, 11B, 12, 13,
(Dasyprocta aguti) 14A, 15, 16A, 16B, 17, 18,
19, 21, PRA, MIN, CTG, BOV
1A, 1B, 2A,2B,3, 4A, 5, 6B, 7,
Teit 8A, 8B, 9, 10, 11A, 11B, 12,
(Tupinambes merinae) 14 13 92,8 | 13, 14A, 15, 16A, 16B, 17,
P 18, 19, 21, PRA, MIN, CTG,
BOV
1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4A, 5, 6B,
Tatu 8A, 8B, 9, 10, 11B,13, 15,
(Dasyprocta aguti) 13 12 923 | 16A, 17, 18, 1921, PRA
MIN, CTG, BOV
Total 59 56 94,9

Legenda: 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 (Hardjopraijitno), MIN (Hardjo miniwajezak), CTG (HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis).

Dos 29 sorovares de Leptospira spp. testados, todos (100%) foram reagentes
para um animal ou mais .O sorovar Andamana foi o que apresentou maior numero
de animais reagentes, sete animais de cativeiro e 17 animais de vida livre. O

sorovar Panama e Hardjoprajitno apresentaram a menor sororreatividade, tendo-se
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somente sete (7) animais de vida livre e um (1) animal em cativeiro reagente a estes

sorovares (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo em porcentagem, dos 29 sorovares positivos a prova de Soroaglutinagdo
Microscoépica (SAM) para leptospirose e a variagado do titulo para cada sorovar testado nos animais
do Centro de Conservacgao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

Numero de animais de vida livre

Numero de animais em

Variagao de

Sorovar c -
reagentes cativeiro reagentes Titulo
1A 17 4 100-3200
1B 15 0 100-3200
2A 9 4 100-3200
2B 8 5 100-3200
3 9 3 100-800
4A 11 1 100-1600
5 10 3 100-200
6B 9 3 100-1600
7 11 3 100-800
8A 14 7 100-400
8B 14 1 100-800
9 13 9 100-400
10 13 3 100-1600
11A 9 3 100-3200
11B 10 1 100-1600
12 10 1 100-400
13 7 1 100-400
14A 10 4 100-400
15 12 2 100-3200
16A 12 1 100-1600
16B 4 7 100-3200
17 16 2 100-1600
18 15 2 100-400
19 17 7 100-800
21 9 1 100-3200
PRA 7 1 100-3200
MIN 2 12 100-3200
CTG 9 2 100-3200
BOV 1 12 100-1600

Legenda: 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 (Hardjopraijitno), MIN (Hardjo miniwajezak), CTG (HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis).
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A espécie em cativeiro Allouata caraya (Macaco-Prego) apresentou
sorreatividade apenas para o sorovar Pomona, e Lobo Guara (Crysocyon
brachyuris) apresentou sororreatividade somente para o sorovar Hardjobovis. As
espécies Pseudopolex ventulus (Raposinha) e Speothos venaticus (Cachorro do

mato Vinagre) foram n&o reagentes para todos os sorovares.

4.6. Cultura em meio de Fletcher®

Dentre os 13 animais avaliados, sete (53,8%) apresentaram cultivo positivo.
Destes, trés (42,8 %) foram positivos apenas em relagéo aos fragmentos hepaticos;
dois (28,6%) foram positivo apenas para amostra renal, e dois (28,6%) dos animais
avaliados apresentaram positividade nos fragmentos de rim e figado

simultaneamente.

A relacdo dos sete ratos positivos de acordo com o 6rgdo examinado pode

ser visualizada na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo de sete ratos positivos a cultura em meio de Fletcher, segundo o 6rgao
examinado. Botucatu, SP, 2013.

Animal Orgiao
Rim
Rato 1 Figado
Rato 2 Figado
Rato 5 Figado
Rim
Rato 6 Figado
Rato 7 Rim
Rato 8 Rim
Rato 9 Figado

Em todos os roedores com cultivo positivo a partir de fragmentos de figado
e/ou rim, foram visualizados a microscopia de campo escuro espiroquetideos com

movimento espiralado. Observou-se anel de opalescéncia caracteristico de
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crescimento bacteriano em seis culturas de rim e em oito culturas de figado (Tabela

5), porém sem a visualizagdo de espiroquetideos em todas essas culturas.

Tabela 5 - Roedores que apresentaram anel de opalescéncia a cultura em meio de
Fletcher. Botucatu, SP, 2013.

Animal Presenca de anel de opalescéncia
Rim Figado
Rato 1 + +
Rato 2 + +
Rato 3 - +
Rato 4 - +
Rato 5 + +
Rato 6 + +
Rato 7 - -
Rato 8 + -
Rato 9 - +
Rato 10 - -
Rato 11 + -
Rato 12 - +
Rato 13 - -

4.7. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.
4.7.1. Sangue

Dos 100 animais avaliados, 38 (38%) apresentaram positividade a técnica de
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., em amostras de

sangue (Figura 10) .
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os iniciadores LEP 1 e LEP 2 de
331 pares de base paralLeptospira spp. em amostras de sangue positivas de espécies
avaliadas do Centro de Conservagado da Fauna Silvestre (CCFS) de llha Solteira-SP, pm=
marcador de peso molecular, + = controle positivo, 1(bugio), 2 (m&o pelada), 3= (cachorro
do mato), 4 (macaco prego), 5 (queixada), 6 (cateto),7 (cotia), 8 ( gamba), 9 (tatu), 10 (teit),
11 (rato), - (controle negativo).

Dentre os 59 animais de vida livre estudados, 22 (37,3%) foram positivos a
PCR para Leptospira spp., (Tabela 6) sendo que, dentre os 13 ratos analisados, seis
(46,1%) foram positivos; em relagdo as cotias dentre os 13 animais avaliados, sete
(53,8%) foram positivos; dos 13 tatus avaliados, um (7,7%) foi positivo ; dentre os
seis gambas avaliados, um (16,6%) foi positivo e entre os 14 teius avaliados, sete

(50%) foram positivos.

Tabela 6 - Relagao de animais de vida livre positivos a técnica de Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Leptospira spp., a partir de amostras de sangue, procedentes do
Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP,. Botucatu, SP, 2013.

Espécies de vida livre Quantidade % de animais

positivos

Ratos (Rattus spp.) 13 6 (46,1)

Cotia (Dasyprocta aguti) 13 7 (53,8)
Teiu (Tupinambis merianae) 14 7 (50)
Tatu (Dasypus novemcintus) 13 1 (7,7)
Gamba (Didelphis albiventris) 6 1 (7,7)

Total 59 22 (37,3)
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Do total de 41 animais em cativeiro estudados, 16 (39%) foram positivos a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., (Tabela 7) sendo
que, dentre os 12 queixadas avaliados, cinco (41,7%) foram positivos; dentre os oito
bugios, quatro (50%) foram positivos; dentre os cinco mao pelada, um (20%) foi
positivo; em relagdo ao cachorro do mato dos trés animais avaliados, dois (66,7%)
foram positivos; dentre os dois macacos prego, um (50%) foi positivo e dentre os trés
catetos, apenas um (33,3%) foi positivo. Os animais lobo guara e cachorro do mato
vinagre foram avaliados apenas um sendo estes positivos (100%) . Os cinco gatos
mouriscos e a raposinha avaliada foram negativos a PCR.

Tabela 7 - Relacao de animais em cativeiro positivos a técnica de Reagao em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Leptospira spp., a partir de amostras de sangue, procedentes do
Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP,. Botucatu, SP, 2013.

ESpéci . N°de | N°/ % de animais
spécies em cativeiro . o

animais positivos
Queixada (Tayassu pecari) 12 5(41,7)
Mao-pelada (Procyon concrivourus) 5 1 (20)
Bugio (Alouatta caraya) 8 4 (50)
Cachorro do Mato (Cerdocyon thous) 3 2 (66,7)
Lobo Guara (Crysocyon brachyurus) 1 1 (100)
Macaco Prego (Alouatta caraya) 2 1 (50)
Cateto (Pecari tajacu) 3 1(33,3)
Gato Mourisco (Herpailurus yaguarondi) 5 0
Raposinha (Pseudolopex vetulus) 1 0
Cachorro do Mato Vinagre (Speothos venaticus) 1 1 (100)
Total 41 16 (39)

4.7.2. Cultura

Dos treze roedores sinantropicos avaliados pela técnica de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir da cultura em meio de Fletcher de érgaos
(rim e figado) quatro animais (30,8%) foram positivos a cultura, sendo um (7,7%)
positivo nas duas culturas, um (7,7%) positivo somente na cultura de rim e dois

(15,4%) somente na cultura de figado (Tabela 8).
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Tabela 8 - Relacdo de roedores positivos a técnica de Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) a partir da cultura de o6rgaos, procedentes do Centro de

Conservacgao da Fauna Silvestre de Ilha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

Animal

PCR

(cultura/rim)

PCR

(cultura/figado)

Rato 1

Rato 2

Rato 3

Rato 4

Rato 5

Rato 6

Rato 7

Rato 8

+ 1

Rato 9

Rato 10

Rato 11

+ [+ |

Rato 12

Rato 13

4.7.3. Orgaos

Foi realizado também a Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir de

rim e figado dos treze roedores, com nove (69,2%) animais, sendo um animal (7,7%)

positivo em rim e no figado, dois (15,4%) positivos apenas no figado e seis (46,1%)

positivos apenas em rim (Tabela 9).
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Tabela 9 - Relacao de roedores positivos a técnica de Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) a partir de 6rgaos, procedentes do Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de llha
Solteira-SP, Botucatu, SP, 2013.

Animal | peg (1im) PCR (figado)
Rato 1 + -
Rato 2 + -
Rato 3 - -
Rato 4 - +
Rato 5 + -
Rato 6 - +
Rato 7 + -
Rato 8 - -
Rato 9 + +
Rato10 |+ -
Rato 11 - -
Rato12 |+ -
Rato 13 - -

4.8. Relagao entre as técnicas diagnoésticas utilizadas

Do total das 15 espécies avaliadas, observou-se que, em 14 (93,3%) haviam

animais reagentes a pelo menos uma das provas diagndsticas utilizadas.

4.8.1. Roedores

Quanto aos roedores, pdde-se observar que a prova de Soroaglutinagéo
Microscépica (SAM), 13 animais (100%) foram reagentes, sete animais (53,8%)
foram positivos a técnica de cultivo em meio de Fletcher®; seis (46,1%)
apresentaram-se positivos a técnica de Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)
para Leptospira spp. a partir de sangue, nove (69,2%) foram positivos a PCR a partir
de 6rgaos e quatro (30,7%) apresentaram positividade a técnica de PCR realizada a

partir de uma aliquota da cultura de 6rgaos.(Tabela 10).
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Tabela 10 - Relacao entre as provas diagnoésticas realizadas em roedores sinantropicos
(Rattus spp.) procedentes no Centro de Conservagdo da Fauna Silvestre de Ilha Solteira-

SP. Botucatu, SP, 2013.

Resultados
i Cultura PCR PCR PCR
Animal | SAM (sangue) (6érgaos) (cultura)
Rim | Figado Rim | Figado| Rim Figado
Rato 1 + + + + + - - -
Rato 2 + - + + + - - -
Rato 3 + - - - - - - -
Rato 4 + - - - - + - -
Rato 5 + - + + + - - -
Rato 6 + + + + - + N N
Rato 7 + + - - + - + _
Rato 8 + + - - - - N +
Rato 9 + - + + + + R N
Rato 10 + - - - + - + +
Rato 11 + - - - - - - +
Rato 12 + - - + + - - -
Rato 13 + - - - - - - -
Legenda: SAM= Soroaglutinagdo Microscépica; PCR= Reag¢do em Cadeia pela  Polimerase.

+ (Positivo); - (Negativo).

O grafico 1 ilustra o numero de roedores sinantropicos positivos a técnica de

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., procedentes do

Centro de Conservacao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP, a partir de diferentes

amostras.
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Grafico 1 - Numero de roedores sinantropicos positivos a técnica de Reacédo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp., procedentes do Centro de
Conservagao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu,SP,2013.

4.8.2. Demais espécies de vida livre

Em relagdo as demais espécies de vida livre; dentre os 14 teius (Tupinambis
merianae) sete (50%) foram positivos 8 PCR e 13 animais (92,8%) foram positivos a
SAM; dentre os 13 tatus (Dasypus novemcintus), 12 (92,3%) foram positivos a SAM
e um (7,7%) a PCR para Leptospira spp.; dos seis gambas (Didelphis albiventris)
avaliados, seis (100%) foram positivos a SAM e um (7,6%) a PCR para Leptospira
spp. e dentre as 13 cotias (Dasyprocta aguti) analisadas, 13 (100%) foram positivas

a SAM e sete (53,8%) positivas a PCR para Leptospira spp. (Tabela 11).
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Tabela 11 - Relagédo entre as provas diagnésticas realizadas em animais de vida livre
procedentes no Centro de Conservagcdo da Fauna Silvestre de Illha Solteira-SP.
Botucatu,SP, 2013.

Resultados
Animal/ Espécie Zz:rar:a(:: N° de animais N° de animais positivos a
P estudados positivos a SAM | PCR para Leptospira spp.

Tatu ) .
(Dasypus novemcintus) 13 12 (92,3%) 1(7,7%)
Teiu ; .
(Tupinambis merianae) 14 13 (92,8%) 7 (50%)
Gamba . .
(Didelphis albiventris) 6 6 (100%) 1(16,7%)
Cotia
(Dasyprocta aguti) 13 13 (100%) 7 (53,8%)
Total 46 44 (74,5%) 16 (34,8%)

Legenda: SAM= Soroaglutinagdo Microscépica; PCR= Reagado em Cadeia pela Polimerase.

Em relacdo as espécies em cativeiro, apenas a raposinha (Pseudolopex
ventulus) foi negativa em todos os testes diagnosticos realizados. Dentre os trés
catetos (Pecari tajacu), dois (66,7%) foram positivos a SAM e apenas um (33,3%)
positivo a PCR para Leptospira spp.; em relacédo aos queixadas (Tayassu pecari),
11(92%) dos 12 animais avaliados foram positivos a SAM e cinco (41,6%) positivos
a PCR; dos oito bugios (Allouata caraya) avaliados, seis (86%) foram positivos a
SAM e quatro (57%) positivos a PCR; dentre os gatos mouriscos (Herpailurus
yaguarondi) estudados, cinco (83,3%) foram positivos a SAM e todos foram
negativos a PCR; dos cinco mé&o pelada avaliados, quatro (80%) foram positivos a
SAM e um (20%) positivo a PCR; dos trés cachorros do mato (Cerdocyon thous)
avaliados, trés (100%) foram positivos a SAM e dois (66,7%) aPCR; o cachorro do
mato vinagre(Speothos venaticus) avaliado foi negativo a SAM e positivo a PCR;
dentre os dois macacos prego (Cebus apella) avaliados , um (50%) foi positivo a
SAM e a PCR. Quanto ao lobo guara ( Crysocyon brachyurus), o mesmo foi positivo

4 SAM e a PCR (Tabela 12).
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Tabela 12 - Relagao entre as provas diagndsticas realizadas em animais de cativeiro procedentes no
Centro de Conservacgao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

Resultados
. L L N° de animais N° de animais
Animal/ Especie Tot:;ttit(ej:g:)r:als positivos a Positivos a PCR para
SAM Leptospira spp.

Queixada ) 5
( Tayassu pecari) 12 11.(91,7%) 5 (41,7%)
Bugio ] .
(Allouata caraya) 8 6 (75%) 4 (50%)
Gato Mourisco .
(Herpailurus yaguarondi) 6 5 (100%) 0
Mao-pelada R .
(Procyon concrivourus) S 4 (80%) 1(20%)
Cachorro do Mato . .
(Cerdocyon thous) 3 3(100%) 2 (66,7%)
Cachorro do Mato Vinagre )
(Speothos venaticus) 1 0 1(100%)
Cateto (Pecari tajacu) 3 2 (66,7) 1(33,3%)
Macaco Prego R .
(Cebus apella) 2 1(50%) 1 (50%)
Raposinha 1 0 ;
(Pseudolopex ventulus)
Lobo Guara . :
(Crysocyon brachyurus) 1 1 (100%) 1(100%)
Total 41 33 (80,5%) 16 (39,02%)

Legenda: SAM= Soroaglutinagdo Microscépica; PCR=Reag¢ao em Cadeia pela Polimerase.

4.9. Analise Estatistica

A partir dos resultados obtidos através da técnica de Soroaglutinacéo

Microscépica (SAM) e Reagao em cadeia pela Polimerase (PCR) foi possivel avaliar

a sensibilidade e especificidade relativa das provas diagndsticas. Observando uma

especificidade de 100% nos animais de vida livre e 38,6% de sensibilidade, no grupo

de animais em cativeiro a especificidade foi de 85,7% e a sensibilidade 44,1%

(Tabela 13).
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Tabela 13 - Valores de sensibilidade e especificidade relativa comparando Sororoglutinagédo
Microscépica (SAM) e Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em animais procedentes no Centro
de Conservacao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

PCR (sangue)
SAM Animais em cativeiro Animais de vida livre
Negativo | Positivo Total Negativo | Positivo Total
Nao
reagente 6 1 ! 2 0 2
Reagente 19 15 34 35 22 57
Total 25 16 41 37 22 59
Legenda: SAM= Soroaglutinagdo Microscopica, PCR= Reagdo em Cadeia pela Polimerase,

S=sensibilidade, E= especifidade, K= kappa.

Animais em cativeiro; S=44,1%, E= 85,7%, K= 0,04

Animais de vida livre: S= 38,6%, E= 100%, K= 0,14.

A partir das provas diagnésticas realizadas para os roedores sinantropicos foi

possivel calcular a sensibilidade e especificidade relativa utilizando como padrao

ouro a técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM), comparando-a com a

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir de sangue, cultura em meio de

Fletcher de 6rgéos (rim e figado) e 6rgaos( rim e figado), sendo que, nas trés

técnicas a especificidade foi de 0% com sensibilidade variando na PCR de sangue

46,1%, PCR de cultura 30,8% e PCR a partir de 6rgaos 69,2% (Tabela 14).
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Tabela 14 - Valores de sensibilidade e especificidade relativa comparando Sororoglutinagédo
Microscépica (SAM) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em roedores capturados no Centro
de Conservacao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

SAM PCR (sangue) PCR (Cultura) PCR (6rgaos)
Negativo | Positivo | Total | Negativo | Positivo | Total | Negativo | Positivo | Total
Nao
reagente 0 0 0 0 0 0 0 0
Reagente 7 6 13 9 13 4 9 13
Total 7 6 13 9 13 3 9 13
Legenda: SAM= Soroaglutinacdo Microscépica, PCR= Reagdo em Cadeia pela

Polimerase,S=sensibilidade, E= especifidade, k= kappa.
PCR (sangue): S= 46,1%, E= 0%, K=-0,000%.
PCR (cultura): S= 30,8%, E= 0%, K= - 0,000%.

PCR(orgéos); S=69,2%, E= 0%, K= -0,000%

Entre a Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) e o cultivo em meio de Fletcher,

na cultura observou-se uma maior sensibilidade (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores de sensibilidade e especificidade relativa comparando Sororoglutinagédo

Microscépica (SAM) e Cultura em meio de Fletcher em roedores capturados
Conservacgao da Fauna Silvestre de Ilha Solteira-SP. Botucatu, SP, 2013.

no Centro de

Cultura em meio de Fletcher
SAM
Negativo Positivo Total
Né&o reagente 0 0 0
Reagente 6 7 13
Total 6 7 13

Legenda: SAM= Soroaglutinagdo Microscépica, S=sensibilidade, E= especifidade, K= kappa,

S=53,8%, E= 0%, K=-0,000%.
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5. DISCUSSAO

5.1. Local

No estudo de uma zoonose a avaliagao de alguns aspectos é de fundamental
importancia. Neste estudo, o foco é a pesquisa da infecgdo por Leptospira spp. em
animais silvestres de vida livre e em cativeiro procedentes do Centro de
Conservacao da Fauna Silvestre (CCFS) de llha Solteira-SP, sendo que, alguns
fatores epidemioldgicos devem ser considerados. O local de origem dos animais
estudados é o primeiro fator, pois as condicbes locais propiciardo ou nao a

permanéncia do agente infeccioso.

O CCFS possui uma area com ampla vegetagdo do tipo cerradao,
localizando-se no perimetro urbano do municipio. Além dos animais em cativeiro,
alberga animais de vida livre como teius, tatus, cotias e gambas, tendo os mesmos
sido avaliados no presente estudo. O clima quente do municipio de llha Solteira
pode favorecer a manutencao de leptospiras nos recintos dos animais (bebedouros),
bem como em colegdes de agua formada por acumulos pluviais. Podemos verificar
que os sete pontos de colocacdo das armadilhas para captura dos roedores foram
estrategicamente colocados por toda extensdo do Centro de Conservagao da Fauna
Silvestre, tendo-se capturado roedores em todos os pontos; o que demonstra que

esses animais estdo disseminados por todo o local.

As barreiras fisicas nos recintos, representadas principalmente pelas grades
de protecao, impedem a entrada de animais de vida livre como gambas, tatu, teius e
cotias. No entanto, ndo sdo suficientes para impedir a entrada dos roedores, os

quais sao atraidos pelas sobras alimentares, recolhidas uma vez ao dia pelos
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funcionarios do CCFS. Com isso, acabam por circular livremente pelos recintos,
havendo a possibilidade de contaminagdo dos bebedouros dos animais pela urina

destes roedores.

A possibilidade de eliminagcédo de urina contaminada nos recintos é um fato a
ser considerado, tendo em vista que as capturas dos roedores sinantropicos
ocorreram préximos aos seguintes recintos: anta (Tapirus terrestris), lobo guara
(Crysocyon brachyurus) ,aves e queixadas (Tayassu pecari), tendo sido detectado
positividade em queixadas e lobo guara a SAM e a PCR para Leptospira spp., como

uma provavel infecgao destes animais a partir da urina destes roedores.

Roedores também foram encontrados no biotério, onde sdo mantidos
camundongos e coelhos oferecidos como alimento para espécies como onga parda
(Puma concolor) e onga pintada (Panthera onca). Tal fato pode ser relevante tendo
em vista a possibilidade de contaminagao da ragdo com a urina destes roedores, 0
que pode vir a desencadear a transmissao de leptospirose para os animais que

consomem este alimento.

Os roedores sao os principais reservatorios de leptospiras, pois albergam
essa bactéria nos rins e as eliminam vivas para o meio ambiente (48). A
possibilidade destes roedores capturados no interior do CCFS terem tido acesso ao
recinto dos animais em cativeiro € um fato possivel, ja que os mesmos poderiam
eliminar leptospiras nos bebedouros dos animais, possibilitando assim a infecgao.

Alguns roedores foram capturados préximos ao recinto de animais positivos a
SAM bem como a PCR, como foi o caso dos queixadas e do lobo guara, bem como

proximos ao biotério. Camundongos, coelhos e galinhas, que sdo mantidos no
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biotério, sdo oferecidos como alimento para estes animais, possibilitando uma fonte
de infecgdo para estes animais, caso os mesmos tenham entrado em contato com
as leptospiras liberadas no ambiente do biotério, pela urina destes roedores que la
circulam. Da mesma forma, em relagdo ao aspecto de saude publica, a
contaminagao do local coloca em risco os tratadores que trabalham neste ambiente
e que diariamente entram em contato com diversos fomites que podem estar
contaminados com a urina de roedores. Além disso, ha ainda a circulagdo de
visitantes do CCFS, que podem eventualmente entrar em contato com estes fomites,

0 que representa um grave problema de saude publica.

Outro aspecto importante € o fato do CCFS estar localizado no perimetro
urbano, o que facilita a sobrevivéncia dos roedores, pela acessibilidade ao alimento
e aos domicilios vizinhos, e com isso a possibilidade de contaminagédo do ambiente

com a urina destes animais.

5.2. Provas diagnésticas
5.2.1. Soroaglutinagao Microscépica (SAM)

Poucos estudos tém sido realizados para se obter a prevaléncia de
leptospirose em animais silvestres no Brasil, devido a dificuldade de obtengédo da
colheita de amostra biolégicas. Entretanto, em se tratando de animais em cativeiro
tal procedimento é possivel. No caso do CCFS, além dos animais mantidos em
cativeiro também sdo encontrados animais de vida livre circulando livremente pelo
local, o que possibilitou a captura dos mesmos. Sendo assim, o presente trabalho
teve como objetivo verificar a presengca da infecgao por Leptospira spp., em

diferentes espécies de animais selvagens mantidas em cativeiro no Centro de
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Conservagao da Fauna Silvestre de Ilha Solteira-SP, em espécies de vida livre e

também em roedores sinantrépicos.

De acordo com o resultado soroldgico obtido observou-se que 89% dos
animais foram reagentes a leptospirose, indicando a presenca desta zoonose no
local. Verificamos que, 80,5% das espécies em cativeiro e 94,9% das espécies de
vida livre foram reagentes, corroborando com o estudo realizado por Lenharo et al
(68), em 72 mamiferos silvestres procedentes do Zoolégico Municipal de Bauru com
60 (83,3%) dos animais reagentes, tendo-se como prevalente o sorovar Pyrogenes
(15,2%). Ja no presente estudo, o sorovar Andamana foi prevalente entre todos os

animais avaliados.

Em relagcdo a resposta soroldgica de animais de vida livre e de animais em
cativeiro, trabalho realizado por Silva (85), em Ribeirdo Preto-SP, pesquisando a
leptospirose em 339 animais silvestres, apresentou uma diferenga em relagdo ao
nosso estudo, onde se verificou maior numero de animais em cativeiro reagentes a
SAM (27,1%) em relacdo aos animais de vida livre, com 22,4% de animais

reagentes.

Percentuais inferiores foram relatados por Corréa et al. (56) em estudo
realizado no Zoolégico de Sao Paulo, onde foram avaliados 302 animais, sendo 59
(19,5%) positivos a SAM com prevaléncia dos sorovares Copenhageni (25,4%),
Pomona (22%) e Castellonis (16,9%). Souza Junior et al. (70) no estado do
Tocantins, avaliaram varias espécies de animais silvestres obtendo-se positividade
a SAM de 12,6%. Esteves et al. (66) em pesquisa realizada no Zoo de Uberaba,

avaliando 166 animais silvestres observaram que 12,9% apresentaram anticorpos
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anti leptospiras, sendo os sorovares Canicola, Icterohaemorraghiae e Andamana os

mais frequentes.

No presente estudo o sorovar Andamana foi o de maior prevaléncia entre os
29 sorovares testados, apresentando reatividade em 24 (24%) animais avaliados.
Ainda que o sorovar Andamana tenha sido o sorovar de maior reatividade entre os
animais, dentre as 15 espécies estudadas houve uma grande variagdo em relagao a
resposta sorologica por outros sorovares. A resposta soroldgica aos diferentes
sorovares empregados a técnica de SAM variou de espécie para espécie, no
presente estudo. A espécie Tayassu tajacu (cateto) foi reagente para os sorovares
Pyrogenes, Hebdomadis, Gryppothyphosa, Copenhageni e Pomona, apresentando
titulo 400 apenas para os sorovares Hebdomadis e Copenhageni. Ja Esteves et al.
(67) verificaram o sorovar Icterohaemorrhagiae como sendo o Unico sorovar

reagente para esta espécie.

Dos dois animais avaliados da espécie Cebbus apella (macaco prego) no
presente estudo, um deles (50%) foi reagente apenas para o sorovar Pomona.
Trabalho realizado em Tocantins por Souza Junior (70), estudando 286 macacos-
prego, 46 (16,1%) foram sororreagentes para diferentes sorovares testados, dentre
eles Shermani, Andamana, Pyrogenes, Grippothyphosa, Australis, Canicola,

Castelonis, Copenhageni, Hardjo, Hebdomanis, Pomona e Wolffi.

Dentre os cinco animais avaliados em nosso estudo da espécie Procyon
concrivourus (Mao Pelada), quatro (80%) apresentaram sororreatividade para oito
sorovares, sendo estes Butembo, Canicola, Grippothyphosa, Pomona, Shermani,

Andamana, Wolffi e Djasiman, sendo este ultimo o de maior titulo (400). Ja o estudo
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realizado por Pimentel em Aracaju-SE (76), com seis animais dessa espécie apenas

um (16,7%) foi reagente e somente para o sorovar Copenhageni.

No presente estudo, a prevaléncia de animais reagentes da espécie Allouata
caraya (bugio) foi alta, com 75% entre os oito animais avaliados, para os seguintes
sorovares: Autumnalis, Copenhageni, Andamana, Grippothyphosa, Australis,
Castellonis, Pomona, Hardjominiswajezak, Hardjoprajitno, Hebdomadis e Wolffi,
tendo sido o sorovar Pomona de maior prevaléncia e apresentado o maior titulo
(200). Lenharo (68), em seu estudo no Zoo de Bauru, dentre os dois bugios

avaliados, apenas um foi reagente para os sorovares Pomona e Pyrogenes.

Dentre os trés animais da espécie Cerdocyon thous (Cachorro do Mato)
avaliados, trés (100%) foram reagentes para os sorovares Autumnalis, Djasiman,
Copenhageni, Butembo, Castellonis, Sentot, Canicola, Whitcombi,
Icterohaemorrhagiae, GryppotyphosaJavanica, Panama, Pomona e Tarassovi. Por
outro lado, Pimentel et al. (76), avaliando um exemplar cachorro do mato em
Aracaju-SE, o animal apresentou sorreatividade apenas para o sorovar

Copenhageni.

Ainda, em nosso estudo, dos cinco gatos mourisco (Herpailurus
yagouaroundi) avaliados 100% de animais foram reagentes para os sorovares
Butembo, Cynopteri, Pyrogenes, Australis e Autumnalis, sendo prevalentes os
sorovares Autumnalis, Butembo, Cynopteri, Grippothyphosa, Andamana e
Hardjobovis, com maior titulo para o Autumnalis (1600). Confrontando-se com os
resultados obtidos por Lenharo et al. (68), em seis animais desta espécie, quatro

(66,7%) reagentes para os sorovares Hebdomanis e Pyrogenes.
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Lopes et al. (86), avaliando animais silvestres de produgao, analisaram 27
queixadas (Tayassu pecari) em abatedouros nos estados de S&o Paulo, Parana e
Minas Gerais e obtiveram 48% de positividade, tendo-se como prevalente o sorovar
Gryppothyphosa. Entretanto, no presente estudo encontraram-se 11 animais
positivos (91,7%) para os sorovares Bataviae, Whitcombi, Djasiman, Wolffi, Australis,
Gryppothyphosa, Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjominiswajezak, HardjoCTG,
Butembo, Castellonis, Cynopteri, Hebdomadis, Copenhageni, Shermani e Canicola,
Panama, Pyrogenes, Hardjoprajitno, tendo-se como mais prevalentes os sorovares
Djasiman e Grippothyphosa com sorovar Copenhageni apresentado maior titulo

(3200).

Apenas um exemplar de lobo guara (Chrysocyon brachyurus) foi avaliado, e
este foi reagente para o sorovar Hardjobovis. Da mesma forma, Esteves (67)
avaliaram um animal desta espécie e verificaram positividade apenas para o sorovar

Canicola.

Em relagdo as espécies de vida livre deste estudo, todas foram reagentes
para diversos sorovares. Quanto aos 13 tatus (Dasypus novemcinctus), 12 (92,3%)
foram reagentes para os sorovares Djasiman, Shermani, Patoc, Cynopteri,
Tarassovi, Hardjominiswajezak, Canicola, Whitcombi, Bataviae, Sentot, Hebdomadis,
Pyrogenes, Hardjo, Australis, Panama, Bratislava, Autumnalis, Icterohaemorraghiae,
Castellonis, Andamana, Butembo, HardjoCTG, Hardjobovis, Hardjo prajitno e
Gryppothyphosa. Os sorovares Patoc, Butembo, HardjoCTG e Hardjo prajitno
apresentaram maior titulo (3200), sendo o sorovar Sentot o mais prevalente. No
entanto, Silva et al. (87) no Instituto Lauro de Souza Lima em Bauru-SP, avaliando

31 tatus (Dasypus novemcinctus), trés (9,68%) foram sororreagentes para os
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sorovares Autumnalis, apresentando titulo 200; um animal reagente para
Grippotyphosa (titulo 50) e outro reagente ao sorovar Patoc (titulo 100). Os tatus séo
considerados potenciais transmissores de leptospirose, mesmo porque existem
locais onde o habito de ingerir essa carne mal cozida € comum, constituindo um

fator de risco (87).

No presente estudo, quatorze teius (Tupinambis merianae) foram avaliados,
obtendo-se 92,8% de animais soropositivos, com resposta para os 29 sorovares
testados Os sorovares mais prevalentes foram Cynopteri, Djasiman, Andamana,
Hardjo, Javanica, Hebdomadis, Bataviae, Hardjo miniswajezak e Pyrogenes;

entretanto os sorovares com maior titulo (3200) foram Cynopteri e Djasiman.

Os animais de vida livre cotia (Dasyprocta aguti), gamba (Didelphis
albiventris) e os ratos (Rattus spp.) apresentaram 100% de soropositividade, com
grande numero de sorovares reagentes. As cotias foram reagentes para 28 dos 29
sorovares testados, tendo-se como prevalentes os sorovares Shermani e Djasiman.

O sorovar Bataviae apresentou o maior titulo (1600).

Quanto aos seis gambas avaliados, 0s mesmos apresentaram
sororreatividade para os sorovares Andamana, Autumnalis, Bratislava,
Butembo,Djasiman, Hebdomadis, Pomona, Hardjo, Tarassovi, Bataviae, Canicola,
Australis, Grippothyphosa, Icterohaemorrhagiae, Sentot e Patoc, tendo-se como
mais prevalentes o Andamana e Autumnalis ambos com titulo 3200. Ja Silva et al.
(85) realizaram um estudo em Jaboticabal-SP onde foram analisados 25 gambas,
tendo-se 11(44%) animais positivos somente para os sorovares Patoc, Autumnalis e

Icterohaemorraghiae; Jorge (88), estudando 33 gambas (Didhelphis albiventris) em
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Pelotas-RS obteve soropositividade em 12 (36,36%) dos animais reforgcando a

importancia desta espécie na epidemiologia desta zoonose.

Os 13 ratos deste estudo demonstraram soropositividade sendo reagentes a
25 dos 29 sorovares testados (Sentot, Whitcombi, Tarassovi, Castellonis, Cynopteri,
Shermani, Autumnalis, Hardjobovis, Bratislava, Andamana, Butembo, Sentot,
Icterohaemorraghiae, Pyrogenes, Hardjo, Australis, Canicola, Gryppothyphosa,
Wolffi, Hebdomadis, Copenhageni, Javanica, Bataviae, Djasiman e Panama). Foram
mais prevalentes os sorovares Wolffi e Sentot, com maior titulo (3200) para os

sorovares Castellonis, Australis, Pyrogenes e Wolffi.

Verificou-se uma alta soropositividade a SAM nos roedores sinantrépicos
capturados no CCFS, assim como uma grande variedade dentre os sorovares
reagentes. Estes resultados que corroboram os obtidos por Lenharo et al. (68) no
Zoo de Bauru, pois de 50 roedores sinantrépicos capturados, 48 (96%) foram

reagentes, com uma ampla variedade de sorovares reagentes.

Cérrea et al. (56), em trabalho realizado no Zoo de Sao Paulo avaliaram sete
roedores capturados no interior do parque, encontrando positividade em somente
trés animais (42,8%), reagentes apenas ao sorovar Icterohaemorrhagiae, diferindo
desta pesquisa e dos trabalhos citados anteriormente, cujos roedores foram
reagentes a uma ampla variedade de sorovares, dentre eles também ao sorovar

Icterohaemorraghiae.

As espécies Herpailurus yagouaroundi (Gato Mourisco), Cerdocyon thous (
Cachorro do Mato), Crysoyon brachyurus (Lobo Guara) e Procyon concrivurus (Mao

Pelada), do centro de Conservagdo da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP, séo
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imunizados anualmente com a vacina Duramune® Max 5 Cvk/4L. Entretanto, esta
vacina contém quatro sorovares Icterohaemorraghiae, Canicola, Pomona e
Gryppothyphosa. Estes animais apesar de apresentarem resposta a alguns

sorovares da vacina, também foram reagentes para outros sorovares.

5.3. Cultura em meio de Fletcher

A tentativa de isolamento do agente infeccioso tem sido considerada uma
ténica com baixa sensibilidade, laboriosa e que depende de muitos fatores para que
se obtenha sucesso na visualizagdo do espiroquetideo. (89). Em 2004 Girio et al.,
(52) em seu estudo com animais silvestres tentaram o isolamento a partir de
fragmentos de rim de doze animais, porém sem sucesso. Em nosso estudo o
isolamento em meio de Fletcher a partir de fragmentos de figado e rim dos treze
roedores sinantropicos capturados em diferentes pontos do CCFS, apresentou
positividade em 6rgaos de sete animais (53,8%). Dos sete animais positivos ao
isolamento, trés ratos (42,8%) foram positivos apenas para amostra renal; dois ratos
(28,6%) do total avaliado apresentaram positividade nos fragmentos de rim e dois
animais (28,6%) apresentaram positividade nos fragmentos de rim e figado
simultaneamente. No entanto, animais negativos ao isolamento, porém positivos a
SAM, apenas desenvolveram anticorpos contra alguns sorovares de leptospiras,
demonstrando o contato prévio com o agente. Ja os animais positivos ao cultivo,
representam um perigo a saude publica, ja que apresentam leptospiras nos rins,

evidenciando o fator de risco como disseminadores desta bactéria no ambiente.
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5.4. Reacao em Cadeia pela Polimerase

Uma ferramenta de diagnostico que vem sendo utilizada com sucesso para
detecgédo e confirmagao do agente causador da leptospirose, € a Reagcdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) uma vez que, para o emprego da técnica ndo é necessario a
viabilidade do patégeno, permitindo a detec¢do do agente em amostras autolisadas,
congeladas ou mal conservadas, 0 que ndo seria possivel no isolamento e a
inoculacdo experimental (90). E portanto considerada uma técnica sensivel e
especifica (91).

Em nosso estudo obteve-se uma alta porcentagem (89%) de animais
positivos a técnica de soroaglutinagdo microscopica (SAM), e apenas 38% de
positividade a PCR a partir de amostras de sangue. Em estudo realizado por Oliveira
(88) ele cita varios fatores para a diferenga de positividade a SAM em relagdo a
PCR. O titulo de anticorpos contra Leptospira spp. apresentados por esses animais
seriam apenas de um contato com o agente infeccioso porém sem o
desenvolvimento da leptospirose doenga e , portanto sem o encontro desse agente a
PCR.

Espécies como Procyon concrivurus (mao pelada), Crysoyon brachyurus (lobo
guara) e Cerdocyon thous (cachorro do mato) sdo animais vacinados anualmente e
que apresentaram positividade a SAM porém com animais negativos a PCR ,
podendo ser explicado pelo fato dos titulos soroldgicos apresentados por esses
animais serem oriundos de reposta vacinal. (89)

Dos roedores sinantropicos também foi realizada a PCR a partir de

fragmentos de rim e figado, sendo que dos treze animais positivos a SAM, apenas
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nove (69,2%) foram positivos a PCR a partir de érgaos. Isto pode estar ligado ao fato
desses animais estarem com infeccdo recente, apresentando altos titulos
soroldgicos sem no entanto ter ocorrido a colonizagao renal ou hepatica (89). A PCR
realizada a partir da cultura de rim e figado em meio de Fletcher, evidenciou quatro
(30,8%) animais positivos, devendo-se considerar a dificuldade de isolamento desde
o0 momento da coleta dos érgaos destes animais e a chegada a laboratério, até o
seu processamento, ou devido estes animais apresentarem no momento da coleta,
um pequeno numero de leptospiras nestes 6rgaos, insuficientes para o sucesso ao

isolamento e consequentemente a PCR.

5.5. Relacao entre as provas diagnodsticas

Em relagéo as diferentes técnicas diagnosticas empregadas para a detecgéo
da leptospirose, o teste preconizado pelo Ministério da Saude é a prova de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) (82). Na interpretagdo desta prova, deve-se
considerar a resposta ao titulo obtido, sendo a sorologia pareada adequada para
uma interpretagcado segura. No entanto, os animais deste estudo foram submetidos a
colheita de sangue em apenas um momento. Verificou-se que 89 (89%) dos animais
foram sororreagentes e que, destes, 38 (38%) foram positivos a técnica de PCR
para Leptospira spp. a partir das amostras de sangue, o que sugere uma infecgao
ativa, tendo em vista o encontro do DNA da bactéria no sangue, o que é um fato
bastante alarmante, sugerindo medidas urgentes de controle da leptospirose no
CCFS de llha Solteira.

A partir da analise dos resultados obtidos nas técnicas de diagnédstico

realizadas, observaram-se o0s provaveis estagios de infecgdo nos animais
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estudados, baseando-se em estudo de Levett (92). Dos 100 animais analisados,
nove animais foram negativos em todas as provas realizadas, indicando auséncia de
infeccao; 48 animais foram positivos somente a sorologia, indicando provavelmente
um contato prévio com o agente etiologico, sem desenvolvimento da doencga.

A partir da anadlise estatistica pode-se observar uma fraca concordancia entre
a soroalutinacao microscopica (SAM) e a reagdao em cadeia pela polimerase (PCR) a
partir de sangue, isso devido a fatores citados anteriormente quanto a diferenga de
animais positivos.

Varios estudos tém demonstrado que a técnica de Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) tém sido uma técnica com maior sensibilidade que a sorologia e
também mais precisa (93). E Considerada uma técnica importante para a deteccdo
precoce do microrganismo, enquanto que os outros métodos falharam ou provam
nao serem confiaveis (94,95).

Os resultados de nosso estudo evidenciaram a sorologia como mais sensivel,
sendo que a PCR apresentou uma sensibilidade de 44,1% nos animais de vida livre
e 38,6% nos animais em cativeiro. No entanto a PCR mostrou ser mais especifica
em relacdo a SAM com uma especificidade de 100% nos animais em cativeiro e de
85,9% nos animais de vida livre.

Nos roedores sinantropicos, apesar de n&do se ter uma concordancia entre a
sorologia e a PCR realizada a partir dos diferentes tipos de amostras biolégicas(
sangue, 0rgao e cultura de 6rgaos), a sensibilidade das técnicas para detecgao do

agente infeccioso foi maior na PCR de 6rgéaos.
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Apesar da cultura bacteriolégica ser considerada uma técnica bastante
laboriosa e muitas vezes sem sucesso em diversas pesquisas( 96, 97, 98, 99) em
nosso estudo mostrou ser mais sensivel que a SAM .

O conhecimento da presenga de anticorpos contra Leptospira na fauna
silvestre de vida livre e em cativeiro, nos ambientes de Zoo e parques, é importante
para o controle e profilaxia nas espécies domésticas e também para o ser humano
(68,100). Portanto, tendo em vista os resultados obtidos em nosso estudo, tanto
para os animais de vida livre como os animais em cativeiro, sugere-se que ha
necessidade de um monitoramento constante dos animais e a necessidade da
adocdao de medidas de controle para esta e outras zoonoses no Centro de

Conservagao da Fauna Silvestre de llha Solteira-SP.
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Conclusoes
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, foi possivel concluir

que:

A soroprevaléncia de leptospirose entre os animais de vida livre foi

maior que em relagéo aos animais em cativeiro;

Animais em cativeiro apresentaram maior positividade a Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp. em relagdo aos

animais de vida livre;

Os roedores siantropicos capturados no interior do CCFS séao
poratdores renais e/ou hepaticos de Leptospira spp., comprovado tanto
pelo cultivo em meio de Fletcher, quanto ao teste de Reagdo em

Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leptospira spp.;

A Soroaglutinagao Microscopica (SAM) mostrou-se mais sensivel em
relacdo a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir do sangue
e cultura; ja a PCR a partir 6rgaos apresentou maior sensibilidade que

a técnica de SAM;

O isolamento em meio de Fletcher foi mais sensivel que a

Soroaglutinagéo Microscopica (SAM);

e A infecgao leptospirica ocorre entre os animais mantidos em cativeiro,

entre os animais de vida livre e entre os roedores sinantrépicos que
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circulam no Centro de Conservacdo da Fauna Silvestre de llha
Solteira-SP, sendo entdo necessaria a manutencido do controle
populacional de roedores sinantropicos e a adogdo de medidas

profilaticas para controle desta zoonose no local.
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8. ANEXOS
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2. Autorizagao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis (IBAMA) para realizagdo do estudo.

Ministério do Meio Ambiente -
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 26841-1

Data da Emissao; 22/03/2011 17:42

Dados do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis

CPF: 126.014.428-22

Tito do Projeto: DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECGAQ POR Leplospia spp. EM ANIMAIS SILVESTRES E EM ROEDORES
PROCEDENTES DO CENTRO DE CONSERVAGAQ DA FAUNA SILVESTRE DE ILHA SOLTEIRA-SP.
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3. Autorizagdo da Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP) para realizagdo do

estudo.

B Companhia
C=SP &z
Séo Paulo

Trés Lagoas - MS, 21 de junho de 2011 CT/GAE/3.639/2011

Sra.

Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis

Programa de P6s-Graduagao em Doengas Tropicais
Universidade Estadual Paulista — UNESP

Campus de Botucatu - SP

Prezada Senhora:

Em atengéo & sua solicitagdo de autorizagdo para coleta de amostras biolégicas de
animais silvestres para desenvolvimento do projeto “Diagnéstico Laboratorial da
Infecgao por Leptospira sp. em Animais Silvestres e em Roedores Procedentes do
Centro de Conservacao de Fauna Silvestre de llha Solteira”, vinculado a Dissertacao
de Mestrado da estudante Mirian dos Santos Paixao, manifestamos nossa anuéncia
para a realizagao das coletas.

Solicitamos que seja realizado contato com o Bi6logo Rodrigo Ribeiro de Mendonca,
responsavel pelo Centro de Conservagdo de Fauna Silvestre de llha Solteira, para
acerto dos detalhes das coletas.

Atenciosamente,

Joao Henri Pinheiro Dias
Gerente da Divisdo de Restauracao e
Conservagao'de Ecossistemas

GAE — Divisdo de Restauragéo e Conservagao de Ecossistemas
Rodovia BR 262 - km 01 — Bairro Jupia - Caixa Postal 331 - CEP 79610-100 — Trés Lagoas - MS
Fone/Fax: (67) 3521-0350
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Protocolo de extragao e purificagcdo de DNA de Leptospira spp. de sangue dos
animais estudados utilizando kit comercial llustra™ Blood Genomic Prep Mini

Spin (GE Healthcare®), segundo o manual do fabricante.

Adicionou-se 20uL proteinase K (20mg/mL);

Adicionou-se 300uL solugao de lise 1;

Misturou-se em vortex 10 segundos;

Incubou-se em temperatura ambiente por 10 minutos;
Centrifugou-se por 30 segundos a 11000rpm,;

Transferiu-se a mistura para o filtro do kit lllustra no tubo de 2mL,;
Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;

Adicionou-se 500uL de lise 1;

Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;

Adicionou-se 500uL de tampéao de lavagem;

Centrifugou-se a 11.000g por 3minutos;

Descartou-se o liquido centrifugado;

Descartou-se o tubo coletor de 2mL;

Transferiu-se o filtro para um microtubo de 1,5mL livre de DNAse e RNAse;
Adicionou-se 100uL do tampéao de eluicao a 70°C;

Incubou-se a temperatura ambiente 1 minuto;

Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;

Descartou-se o filtro;

Armazenou-se os microtubos em congelador a -20°C.
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Protocolo de extragdo e purificacdo de DNA de Leptospira spp. dos
fragmentos de figado e rim de Rattus spp. analisados utilizando kit
comercial lllustraTM tissue & cells genomic Prep Mini Spin (GE

Healthcare®), segundo o manual do fabricante.

Adicionou-se 50uL solucgao de lise 1;

Adicionou-se 10uL proteinase K (20mg/mL);

Misturou-se em vértex 15 segundos;

Incubou-se a 56°C por 1 hora;

Centrifugou-se por 10 segundos a 2.000g;

Adicionou-se 5uL RNAse;

Adicionou-se 500uL de lise 2;

Misturou-se em vértex 15 segundos;

Incubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos;
Transferiu-se a mistura para o filtro do kit lllustra no tubo de 2mL,;
Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;

Descartou-se o liquido centrifugado;

Adicionou-se 500uL de lise 2;

Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;

Descartou-se o liquido centrifugado;

Adicionou-se 500uL de tampéao de lavagem;

Centrifugou-se a 11.000g por 3minutos;

Descartou-se o tubo coletor de 2mL,;

Transferiu-se o filtro para um microtubo de 1,5mL livre de DNAse e RNAse;
Adicionou-se 200uL do tampao de eluigao a 70°C;

Incubou-se a temperatura ambiente 1 minuto;
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e Centrifugou-se a 11.000g por 1 minuto;
e Descartou-se o filtro;

¢ Armazenou-se os microtubos em geladeira over night.
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APENDICE

Relagdo dos sorovares reagentes nos 41 animais em cativeiro avaliados

do Centro De Conservacédo da Fauna Silvestre (CCFS) de llha Solteira —

SP.

Animal Sorovares Reagentes (sigla) Titulo

10 400

Cateto 1 15 100

9 100

Cateto 2 112 400

142 200

Cateto 3 NR NR

Macaco Prego 1 14 A 100

Macaco Prego 2 NR NR

Mao Pelada 1 NR NR

2B 100

5 200

~ 9 100

Mao Pelada 2 148 100

17 200

Méao Pelada 3 19 100

Mao Pelada 4 16B 100

Mao Pelada 5 82 400

28 100

, 11A 100

Bugio 1 19 100

Bugio 2 9 100

1A 100

3 100

, 14A 200

Bugio 3 16A 100

Bugio 4 14A 200

Bugio 5 NR NR

Bugio 6 PRA 200

2A 100

Bugio 7 10 100

16B 100

Bugio 8 NR NR

8A 100

Cachorro do Mato 1 11A 200

2A 400
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2B 100

3 100

Cachorro do Mato 2 8B 100

5 100

6B 100

11B 100

12 100

13 100

14A 100

18 100

2B 100

Cachorro do Mato 3 6B 400

Cachgrro do mato NR NR
Vinagre 1

2B 200

. 7 200

Gato Mourisco 1 15 100

12 100

. 22 1600

Gato Mourisco 2 B 200

19 100

Gato Mourisco 3 BOV 100

22 100

. 7 200

Gato Mourisco 4 9 500

Gato Mourisco 5 9 400

4A 200

. 6B 200

Queixada 1 A 200

16B 100

1A 100

9 100

18 100

Queixada 2 19 100

21 100

MIN 100

CTG 800

1A 800

2B 800

Queixada 3 3 100

8A 100

9 100

1A 400

. 19 200

Queixada 4 CTG 100

Queixada 5 NR NR
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6B 100

7 100

Queixada 6 9 100
10 100

11A 3200

8A 400

. 9 100
Queixada 7 19 200
8A 200

. 9 100
Queixada 8 6B 100
17 200

2B 200

Queixada 9 3 100
MIN 100

5 100

Queixada 10 13 100
15 100

8A 100

Queixada 11 11A 100
19 100

Queixada 12 NR NR
Raposinha 1 NR NR
Lobo Guara 1 BOV 100

Legenda: 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 (Hardjo miniwajezak), CTG
(HardjoCTG) e BOV (Hardjobovis).



115

2. Relacéo dos sorovares reagentes nos 59 animais de vida livre avaliados

do Centro De Conservagao da Fauna Silvestre (CCFS) de llha Solteira —

SP.

Animal Sorovares reagentes (sigla) Titulo
1A 100
3 100
8A 200
Tatu 1 17 500
21 200
7 100
17 100
Tatu 2 18 200
MIN 100
5 100
Tatu 3 6B 100
1B 100
4A 100
Tatu 4 3B 100
10 100
15 100
Tatus 16A 100
Tatu 6 NR NR
1A 200
5 100
8B 200
Tatu 7 13 100
1B 100
28 100
Tatu 8 8B 100
11B 100
10 100
Tatu 9 11B 100
3 100
1B 100
Tatu 10 8A 200
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18 200

19 200

21 200

1B 1600

2B 3200

21 200

MIN 1600

Tatu 11 CTG 3200
BOV 1600

8B 200

Tatu 12 PRA 3200
1B 3200

8B 800

Tatu 13 9 400
21 3200

1A 800

9 100

14A 100

15 200

Teit 1 PRA 100
MIN 100

CTG 400

BOV 200

1B 100

2A 100

4A 100

5 100

6B 3200

7 100

8A 200

8B 800

10 100

11B 100

12 100

13 100

14A 100

Teit 2 15 200
16A 200

17 100

18 100

19 100

21 200

PRA 200

MIN 400

CTG 100

1A 400
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1B 400
2A 200
4A 100
Teiu 3 5 100
6B 100
7 100
8A 3200
9 100
10 200
11A 200
12 400
13 100
14A 400
16A 400
19 400
21 400
PRA 400
MIN 200
CTG 100
1A 400
1B 200
2A 400
2B 800
3 800
4A 200
5 400
6B 1600
7 400
9 200
10 800
11A 800
11B 1600
., 12 400
Teiu 4 13 200
14A 400
15 1600
16A 1600
16B 400
17 1600
18 200
19 800
21 1600
19 800
MIN 200
CTG 100
BOV 200




118

1A 100
2A 200

2B 200

9 400

10 200

12 100

g 15 100
Teiu'd 16B 100
18 100

19 100

MIN 100

BOV 200

2B 100

3 100

4A 200

6B 200

8A 100

10 100

Teil 6 12 100
14A 200

15 200

16A 100

16B 100

17 100

1A 100

Teit 7 16A 100
1A 200

y 1B 100
Teiu 8 16A 100
1A 100

4A 100

5 100

6B 800

8A 200

9 100

12 100

y 14A 400
Teiu 9 15 200
MIN 200

CTG 100

1A 100

8B 100

5 100

g 17 100
Teiu 10 19 200
PRA 400
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MIN 100

CTG 200

BOV 100

Teiu 11 NR NR
2B 100

4A 200

7 100

Teit 12 16A 100
17 100

19 800

13 200

16A 400

. 21 200
Teiu 13 MIN 200
10 1600

11A 100

11B 100

., 16 100
Teiu 14 15 100
16A 400

17 200

1A 200

. 1B 100
Cotia 1 18 200
1B 100

4A 1600

5 100

7 800

Cotia 2 8A 200
9 100

11A 200

19 200

8A 100

11A 200

17 100

19 100

. 21 100
Cotia 3 PRA 100
MIN 200

CTG 400

BOV 200

6B 400

10 100

11A 100

. 13 100
Cotia 4 T4A 100
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16A 100

16B 100

17 200

18 200

19 200

1A 400

1B 100

2A 200

2B 100

3 100

. 4A 100
Cotia 5 3A 100
11A 200

12 100

17 100

18 200

8A 400

9 400

15 100

17 800

18 200

Cotia 6 19 100
BOV 100

. 18 100
Cotia 7 BOV 200
1A 100

3 400

10 200

11B 200

. 14A 100
Cotia 8 17 500
21 100

PRA 100

4A 100

8A 100

10 100

11A 400

11B 100

12 100

Cotia 9 18 100
PRA 100

BOV 200

1A 100

1B 200

9 100

Cotia 10 15 100
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17 100

MIN 100

1A 200

2A 100

. 2B 200
Cotia 11 7 100
14A 100

1B 400

7 200

8A 200

Cotia 12 14A 200
18 400

CTG 200

1A 100

. 4A 100
Cotia 13 7 100
1B 100

8A 100

, 10 100
Gamba 1 T4A 500
19 100

16 A 100

. 18 100
Gamba 2 19 3200
4A 100

5 100

Gamba 3 18 200
21 400

1A 200

1B 100

2B 100

Gamba 4 9 400
11B 200

19 100

8B 100

10 800

Gamba 5 14A 100
16A 100

2A 3200

Gamba 6 2B 100
6B 100

Rato 1 18 100
3 100

7 100

Rato 2 17 200
1A 100
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Rato 3 3 100
2A 200

BOV 100

1B 100

Rato 4 19 200
Rato 5 1A 100
2A 200

2B 800

8B 100

7 400

11B 100

Rato 6 15 3200
16A 200

1A 100

1B 200

3 400

8B 800

5 100

Rato 7 6B 100
9 200

16B 400

BOV 100

1A 800

1B 100

2A 200

8B 400

10 100

11A 100

Rato 8 118 200
19 100

Rato 9 18 200
8B 100

12 100

16B 3200

18 100

Rato 10 19 100
4A 200

8B 400

5 100

8A 100

9 200

10 100

11A 1600

12 200

Rato 11 13 100
16B 200
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BOV 200

1B 100

2A 100

Rato 12 6B 100
7 400

9 100

15 100

16A 100

Rato 13 17 200
MIN 3200




