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As fronteiras entre as populações humanas, de animais 

domésticos e do ecossistema selvagem se desenvolvem mais 

entrelaçadas a cada ano, à medida que a humanidade aumenta 

sua população, se expande e invade territórios (DASZAK; 

CUNNINGHAM, 2002).  
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DETECÇÃO DE Salmonella spp. E Leptospira spp. EM Phrynops geoffroanus 
(CÁGADO-DE-BARBICHA) EM AMBIENTE URBANO 

 
 

RESUMO – Salmonella spp. e Leptospira spp., agentes zoonóticos de 
relevância em saúde pública, apresentam ocorrência mais frequente nas regiões 
tropicais e possuem no meio aquático uma forma viável de sobrevivência e 
transmissão. Este trabalho teve o objetivo de pesquisar a presença 
de Salmonella spp. e Leptospira spp. em Phrynops geoffroanus (cágados-de-
barbicha) e a presença de Salmonella spp. no ambiente (Córrego Cerradinho em 
Jaboticabal-SP), no qual os animais foram capturados. A partir das amostras de 
sangue e suabes de cloaca de P. geoffroanus e de amostras de água e sedimento do 
córrego, foram feitos cultivos microbiológicos para pesquisa de Salmonella spp. O 
soro de P. geoffroanus foi utilizado para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. 
pela técnica de soroaglutinação microscópica (SAM). A técnica de reação em cadeia 
da polimerase (PCR) foi utilizada para verificar a presença de Leptospira spp. nas 
amostras de lavado estomacal e cloacal. Diversos sorotipos de Salmonella spp. foram 
isolados nas amostras do Córrego Cerradinho e nos suabes cloacais de P. 
geoffroanus residentes nesse ambiente. Nem sempre os sorotipos de Salmonella spp. 
encontrados em ambiente e em P. geoffroanus foram os mesmos. Os testudines 
aquáticos foram positivos para Leptospira spp., e foram detectados também 
anticorpos contra o agente. Concluiu-se que a presença dos agentes, tanto nos 
animais como no ambiente aquático, pode representar um risco para a saúde pública. 
 
 
Palavras-chave: Salmonella, Leptospira, testudines aquáticos, zoonose, saúde 
pública. 
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DETECTION OF Salmonella spp. AND Leptospira spp. IN Phrynops geoffroanus  
(GEOFFROY’S SIDE-NECKED TURTLE) IN URBAN ENVIROMENTAL  
 
 
ABSTRACT – Salmonella spp. e Leptospira spp., zoonotic agents of public 

health relevance, have higher occurrence in tropical regions and present in the aquatic 
environment, a viable survival and transmission way. This study aimed to investigate 
the presence of Salmonella spp. and Leptospira spp. in Phrynops 
geoffroanus (geoffroy’s side-necked turtle) and the presence of Salmonella spp. in the 
environment (Cerradinho Stream, Jaboticabal-SP), where animals were captured. 
From blood samples and cloacal swabs of P. geoffroanus and samples of water and 
sediment from the stream, microbiological cultures for Salmonella spp. were 
performed. The serum of P. geoffroanus was used to detect antibodies anti-
Leptospira spp. by microscopic agglutination test (MAT). Polymerase chain reaction 
(PCR) technique was used to verify the presence of Leptospira spp. in samples of 
gastric and cloacal  lavage. Several serotypes of Salmonella spp. were isolated in 
samples of Cerradinho stream and cloacal swabs of P. geoffroanus residents in this 
environment. The serotypes of Salmonella spp. found in the environment and in P. 
geoffroanus were not always the same. The freshwater testudines were positive 
for Leptospira spp., and antibody against the agent were detected. It was concluded 
that the presence of agents, in both animals and aquatic environment, may represent 
a risk to public health. 
 
 
Keywords: Salmonella, Leptospira, freshwater testudines, zoonosis, public health.  
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1. INTRODUÇÃO  
 
 
O meio aquático representa um ambiente que viabiliza a sobrevivência e a 

transmissão de agentes zoonóticos, tais como: Salmonella spp. e Leptospira spp., 

causadores respectivamente, de salmonelose (SAIDI et al.,1997) e leptospirose 

(PLANK; DEAN, 2000). Ambos agentes possuem grande importância socioeconômica 

devido aos impactos causados na criação de animais e pela relevância em saúde 

pública (LORENZON et al., 2010; SILVA et al., 2012).  

A ocorrência destas infecções é mais frequente nas regiões tropicais. 

Salmonella spp. geralmente está associada a áreas de aglomerações populacionais, 

condições sanitárias precárias e contaminação dos suprimentos aquíferos por 

material de origem fecal (KONEMAN et al., 2001), enquanto Leptospira spp. ocorre 

mais frequentemente em locais com alta pluviosidade e temperatura tropicais (ACHA; 

SZYFRES, 2001). 

A cidade de Jaboticabal, localizada no nordeste do Estado de São Paulo, 

possui área territorial de 706,602 Km2, registro de 101,42 hab/Km2 (IBGE, 2013) e 

clima “Cwa” (classificação Köeppen), definido como verão úmido e inverno seco 

(BORGES, GALBIATTI, FERRAUDO, 2003). Nos períodos de alta pluviosidade ocorre 

escoamento de grande volume de água, oriunda das galerias pluviais e das margens 

do córrego urbano para o leito, e que eventualmente transborda e carreia impurezas e 

contaminantes. O Córrego Cerradinho, que corta a cidade, alberga peixes e 

testudines aquáticos (Phrynops geoffroanus). A população humana tem acesso e faz 

uso desse córrego para lazer e pesca. 

Este estudo teve como objetivo determinar a ocorrência de Salmonella spp. e 

Leptospira spp. em P. geoffroanus e Salmonella spp. no ambiente (água e 

sedimento). Para tanto, foram verificadas:  

 A presença de Salmonella spp. em amostras do Córrego Cerradinho e de P. 

geoffroanus que habitam este ambiente; 

 A presença de anticorpos anti-Leptospira spp. e de Leptospira spp. nos P. 

geoffroanus.  

 



2 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1. Salmonella spp.  

 

A salmonelose é uma enfermidade bacteriana que afeta humanos e animais, 

causada por sorotipos de duas espécies de Salmonella: S. enterica e S. bongori (OIE, 

2010). Com exceção dos sorotipos cujo reservatório é exclusivamente o homem, 

como S. Typhi, S. Paratyphi A e S. Paratyphi C, os sorotipos restantes de Salmonella 

spp. possuem potencial zoonótico (ACHA; SZYFRES, 2001). Esta é uma das 

zoonoses mais comuns e economicamente importantes, que está distribuída 

mundialmente, com prevalência em áreas de pecuária intensiva (OIE, 2010), é 

frequente nas regiões tropicais, onde predominam aglomerações populacionais, 

condições sanitárias precárias e contaminação dos suprimentos aquíferos por 

material de origem fecal (KONEMAN et al., 2001).  

Salmonella spp. é um bacilo Gram-negativo, móvel (com algumas exceções), 

anaeróbio facultativo (ACHA; SZYFRES, 2001), veiculado pela água e transmitido 

pela rota fecal-oral (GRABOW, 1996; LECHEVALLIER; WELCH; SMITH, 1996; SAIDI 

et al.,1997), que ocorre principalmente no trato intestinal de aves, répteis e seres 

humanos (CARVALHO, 2006).  

Nos humanos, a salmonelose caracteriza-se por infecções diarreicas e 

sistêmicas com septicemia (ACHA; SZYFRES, 2001), geralmente após a ingestão de 

alimentos ou água contaminados por fezes de animais. Alguns sorotipos só afetam 

hospedeiros específicos. Apesar de ser um agente primariamente intestinal, a 

Salmonella spp. pode estar difundida no meio ambiente em efluentes agrícolas, 

esgoto humano e em qualquer outro material sujeito a contaminação fecal humana ou 

animal. A ingestão do agente pode ser por carne, ovos e leite ou por frutas e legumes 

que foram fertilizados ou irrigados por resíduos fecais (OIE, 2010). Outras fontes 

dessa contaminação são por fômites, utensílios utilizados na preparação de 

alimentos, equipamentos e/ou pelo contato com águas poluídas (CARVALHO, 2006). 

Quanto ao diagnóstico, o cultivo microbiológico ainda é a técnica mais confiável 

e se baseia no isolamento do organismo a partir de amostras com suspeita de 
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contaminação (tecidos corporais, fezes, suabes retais, amostras ambientais, produtos 

alimentícios e rações), utilizando técnicas microbiológicas de pré-enriquecimento, 

enriquecimento e ágares sólidos seletivos para diferenciar salmonellas de outras 

enterobactérias. A confirmação definitiva do gênero Salmonella spp. é feita por meio 

de testes bioquímicos, sorológicos e moleculares. Ao final do isolamento recomenda-

se o envio dos isolados para um laboratório de referência para tipificação dos 

sorotipos isolados (OIE, 2010). 

Pesquisas relacionadas ao isolamento de sorotipos de Salmonella sp. em 

humanos fazem parte de estudos epidemiológicos mundiais (MCCULLOUGH; 

EISELE, 1951; L’ECUYER et al., 1996; SCHEIL et al., 1998; MULEY et al., 2004; 

WERBER et al., 2005; HALD et al., 2006; TORPDAHL et al., 2007; SHETH et al., 

2011), assim como investigações de salmoneloses humanas atribuídas à eliminação 

do agente por testudines aquáticos (CDC, 2005; CDC, 2007; CDC, 2008; HOELZER; 

SWITT; WIEDMANN, 2011;CDC, 2012). 

Nas fezes de répteis geralmente existe um predomínio de bactérias Gram-

negativas em relação aos organismos Gram-positivos (BRITES, 2002). Os répteis são 

frequentemente portadores subclínicos de Salmonella spp. (OIE, 2010) e capazes de 

eliminá-la (MERMIN et al., 2004; CARVALHO, 2007), principalmente quando expostos 

à situação de estresse (EBANI; FRANTINI, 2005). Estudos realizados no Brasil 

comprovaram o isolamento de Salmonella spp a partir de suabes cloacais de diversas 

espécies de testudines (SÁ; SOLARI, 2001; LOPES, 2008; NUNES et al., 2010), e 

especificamente de P. geoffroanus (BRITES, 2002).  

Poucos estudos relatam o isolamento deste patógeno de amostras de sangue 

de répteis (SOUSA et al., 2011).  

O sucesso no isolamento e na identificação de Salmonella spp. depende da 

qualidade da amostra, do meio de cultura utilizado e das características de 

proliferação do sorotipo (OIE, 2010).  

Para o diagnóstico em répteis, colheitas repetidas e seriadas das amostras são 

indicadas (MIRANDA et al., 2008), pois os animais apresentam uma eliminação 

intermitente do agente nas fezes (MERMIN et al., 2004). Para o isolamento de 

Salmonella spp. desses animais são necessários a utilização de protocolos 

específicos, como a utilização de caldo de enriquecimento seletivo tetrationato a 37ºC 
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por 48 horas, seguido de plaqueamento em ágar XLT-4 mantido a 37°C por 24 horas 

(LOPES, 2008; MIRANDA et al., 2008). 

Considerando o risco à saúde pública, pesquisas com Salmonella spp. nos 

animais e no ambiente, assim como seu monitoramento, são de relevância e interesse 

para a sociedade (LORENZON et al., 2010). 

 
2.2. Leptospira spp.  
 

A leptospirose é uma zoonose bacteriana, infectocontagiosa, de distribuição 

mundial. É causada por sorovariedades de espécies patogênicas do gênero 

Leptospira spp. (OIE, 2008), que são espiroquetas móveis, aeróbias, Gram-negativas, 

visualizáveis em microscopia de campo escuro. A infecção é comum em roedores e 

outros mamíferos selvagens e domésticos, inclusive no ser humano, sendo importante 

para saúde pública. Ocorre mais em países tropicais, devido à alta pluviosidade e à 

elevada temperatura ambiental (ACHA; SZYFRES, 2001). É considerada uma doença 

de veiculação hídrica de notificação compulsória (SÃO PAULO, 2009). 

A infecção ocorre pela exposição do ser humano ou animais à urina 

contaminada ou ao ambiente contaminado pela mesma. A bactéria penetra em 

superfícies corporais (pele ou mucosas) íntegras ou lesionadas. No organismo do 

hospedeiro, o agente se replica, circula (bacteremia) e é eliminado pela urina 

(leptospirúria), contaminando o meio ambiente. A leptospirose pode ocorrer de forma 

esporádica ou em surtos epidêmicos e se caracteriza por duas fases, a leptospiremia 

e a leptospirúria (ACHA; SZYFRES, 2001). 

O diagnóstico laboratorial de leptospirose pode ser feito pela detecção de 

anticorpos anti-Leptospira spp. pelo teste de soroaglutinação microscópica (SAM), 

que é considerado o teste sorológico padrão (OIE, 2008).  

A fim de otimizar a sensibilidade da SAM, a literatura sugere que a escolha dos 

antígenos a serem testados, deve ser definida utilizando as sorovariedades 

representativas dos sorogrupos conhecidos na região geográfica do estudo e também 

as que já foram relatadas na espécie de estudo em outras localidades. Os soros são 

considerados reagentes quando apresentam reação de aglutininas igual ou maior que 

50% (OIE, 2008). A diluição mínima padrão, a partir da qual o teste de SAM é 
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considerado positivo para répteis, ainda não foi estabelecida, sendo observados na 

literatura diversos valores, tais como 1:20 (ALVES JÚNIOR, 2013), 1:40 (SILVA et al., 

2010) e 1:100 (ESTEVES et al., 2005; ALVES JÚNIOR et al., 2009; ALVES JÚNIOR 

et al., 2010). 

A comprovação de Leptospira spp. em tecidos ou fluidos corporais pode ser 

obtida pela técnica de reação da cadeia da polimerase (PCR), que é bastante 

sensível (ACHA; SZYFRES, 2001). 

Tanto o ser humano quanto os animais são suscetíveis a um grande número de 

sorovariedades, sendo observadas sorovariedades com predileção por determinados 

hospedeiros. Uma espécie animal pode ser acometida por várias sorovariedades 

simultaneamente (ACHA; SZYFRES, 2001), e os quadros clínicos e sua gravidade 

dependem de diversos fatores atribuídos tanto ao agente quanto ao hospedeiro 

(ACHA; SZYFRES, 2001; CORRÊA, 2007; OIE, 2008). Estudos de surtos de 

leptospirose em humanos foram realizados no Brasil (KO et al., 1999; SPICHLER et 

al., 2007) e no mundo (MORGAN et al., 2002; STERN et al., 2010). No Brasil foram 

detectados em testudines, anticorpos contra várias sorovariedades de Leptospira spp. 

(OLIVEIRA, 2003; ESTEVES, 2005; ALVES JÚNIOR et al., 2009; ALVES JÚNIOR et 

al., 2010; SILVA et al., 2010; ALVES JÚNIOR, 2013) e especificamente em P. 

geoffroanus (SILVA et al., 2010). Porém estudos de correlação de resultados 

sorológicos com a detecção do antígeno por PCR em répteis ainda são raros (ALVES 

JÚNIOR, 2013).  

 
2.3. Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) 

 
Os representantes da ordem Testudines estão classificados na classe Reptilia 

(CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007), são pecilotérmicos, têm o corpo protegido por um 

casco ósseo e apresentam crânio anápsido (LEGLER; GEORGES, 1993; ROSSI, 

2006). Essa ordem é constituída por 12 famílias, 90 gêneros e aproximadamente 280 

espécies no mundo. Estima-se que 56 delas ocorram na América do Sul (BOYER; 

BOYER, 2006) e 19 espécies no Brasil (SOUZA, 2004). Phrynops geoffroanus é uma 

espécie bastante comum, que ocorre nas regiões amazônica, central e sul do Brasil, 

na Guiana, na Venezuela, na Colômbia, no Equador, no Peru, na Bolívia, no Paraguai 
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e no nordeste da Argentina (MOLINA, 2001; RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Seu 

habitat são rios, córregos e lagos (RUEDA-ALMONACID et al., 2007), em ambientes 

calmos com grande quantidade de matéria orgânica no fundo (SOUZA, 2004). Não 

está classificada pela International Union for Conservation of Nature (IUCN) como 

espécie ameaçada, nem incluída nos anexos da Convention on International Trade in 

Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES) (RUEDA-ALMONACID  et al., 

2007). 

Esta espécie de testudine é caracterizada pelo pescoço longo, que encolhe 

lateralmente, apresenta cristas na parte posterior da carapaça e barbilhões na região 

gular (CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007), pela sua carapaça achatada e larga (Figura 1), 

com uma quilha única vertebral de cor escura e plastrão de tom avermelhado, laranja 

ou amarelo. Os pés são totalmente palmados, têm cinco garras nas patas do membro 

torácico e quatro nas dos membros pélvicos. Esta espécie tem a cabeça pequena e 

estreita em comparação com o corpo (RUEDA-ALMONACID et al., 2007).  

 

 
Figura 1: P. geoffroanus. A: pescoço longo recolhido lateralmente. B: carapaça 

achatada e larga. Seta: barbilhões na região gular.  
 

A massa corporal do adulto varia entre 0,6 e 4 Kg, tendo como média 2,5 Kg, e 

pode chegar até 35 cm de comprimento (CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007), sendo esta 

maior medida atingida geralmente por fêmeas adultas. O dimorfismo sexual é 

pronunciado, quanto ao tamanho e massa corporal, os machos são menores e mais 

leves, têm caudas longas, grossas e têm cloacas mais distais do que nas fêmeas 

(RUEDA-ALMONACID et al., 2007).  

A 

B 
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É onívoro (MOLINA, 2001) e possui forrageamento ativo. Alimenta-se de 

peixes, insetos, artrópodes e moluscos, mas pode consumir frutas. Os juvenis têm 

uma dieta mais diversificada que os adultos (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). 

Pesquisadores brasileiros têm estudado P. geoffroanus, no sudeste brasileiro, 

quanto a sua ecologia em rios urbanos e poluídos com descargas orgânicas (SOUZA; 

ABE, 2000; SOUZA; ABE, 2001). Outras pesquisas estão relacionadas com presença 

e quantificação de metais pesados na corrente sanguínea (PIÑA et al., 2009), 

bioquímica do sangue, parasitologia (BRITES, 2002), hematologia (BRITES, 2002; 

FERRONATO, 2008; FERRONATO et al, 2009; RIBEIRO et al., 2009), microbiologia 

(BRITES, 2002; FERRONATO, 2008; FERRONATO et al, 2009) e imunidade 

(FERRONATO, 2008; GENOY-PUERTO, 2008). A capacidade desta espécie de se 

adaptar às condições ambientais adversas (SOUZA; ABE, 2000; SOUZA; ABE, 2001) 

favorece utilizá-la como objeto de pesquisa para verificação de sua participação 

epidemiológica, como portadores/reservatórios de agentes etiológicos de interesse 

em saúde pública. 

Na literatura não foram encontradas pesquisas sobre Leptospira spp. e 

Salmonella spp. em P. geoffroanus de vida livre em ambiente antrópico. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

3.1. Local e período 
 

O local de estudo deste trabalho foi o Córrego Cerradinho, um corpo d’água 

perene, classificado como reto para meandro encaixado, de fluxo normal de água do 

tipo turbulento corrente. Está localizado no município de Jaboticabal (21º15‘22“S e 

48º18’58“W), nordeste do Estado de São Paulo. Possui sua nascente na zona rural, 

próxima à divisa com o município de Monte Alto - SP. À montante da cidade, o 

córrego recebe influência rural de erosão do solo, prática agrícola, criação de animais, 

área de lazer e piscicultura. Na área urbana, corre paralelo uma avenida, as maiores 

influências são de esgoto doméstico, entulhos, escoamento superficial, produtos 

químicos e animais domésticos. A jusante, à aproximadamente 11 Km da nascente, 

ocorre a confluência com o Córrego Jaboticabal. Mais a frente deságua no Córrego 

Rico, que segue até o Rio Mogi Guaçu (BORGES, GALBIATTI, FERRAUDO, 2003).  

No trecho considerado (1,9 Km) do córrego (Figura 2), existiam barreiras de 

contenção nas duas margens (Figura 3A).  

No período de fevereiro a maio de 2012 foram realizadas nesse local as 

capturas de P. geoffroanus e a colheita das amostras ambientais (água superficial do 

córrego e sedimento com água do fundo do córrego). 

 



9 
 

 
Figura 2: Mapa de Jaboticabal-SP com destaque para o percurso do Córrego 

Cerradinho, em azul e o trecho de considerado para o estudo (A - B), onde 
ocorreram a colheita das amostras ambiental e animal no período de fevereiro 
a maio de 2012 (IMAGENS ©2013 Cnes/Spot Image, DigitalGlobe, GeoEye, 
TerraMetrics, Dados cartográficos ©2013 Google, MapLink, 2013).  

 

3.2. Captura e alojamento de Phrynops geoffroanus 
 

Todos os procedimentos relacionados com P. geoffroanus foram devidamente 

autorizadas pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FCAV-Unesp nº 007842/11 

(página viii) e pelo SISBIO nº 28440-1 (página ix e x).  

A captura ativa foi realizada com puçás (Figura 3B), e os animais foram 

transportados em caixas plásticas até a Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da Universidade Estadual Paulista de Jaboticabal (FCAV/Unesp), onde 

permaneceram durante três dias para a realização da marcação individual com 

microchip subcutâneo, marcação externa não invasiva (placa plástica numerada 

colada na carapaça) e a colheita de material biológico.  
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Figura 3: Ilustração de uma expedição no trecho urbano do Córrego Cerradinho, em 

Jaboticabal-SP, 2012. A: Aspecto das barreiras de contenção nas margens do 
córrego. B: Captura ativa de P. geoffroanus com puçá (seta).   

 

Nesse período, os animais foram alojados nas dependências do Hospital 

Veterinário “Governador Laudo Natel” (HVGLN) da FCAV/Unesp, em caixas plásticas, 

com água e acesso ao sol e à sombra. Foram alimentados com ração para peixe com 

28% de proteína bruta, carne de peixe, peixes vivos e carne de frango. 

Posteriormente, foram devolvidos ao Córrego Cerradinho, no mesmo local de sua 

captura. 

 
3.3. Colheita das amostras biológicas de Phrynops geoffroanus 

 
3.3.1. Suabe cloacal 

 

Em cada expedição de captura (num total de seis expedições), foram 

capturados cinco animais, totalizando 30 animais. De cada animal, contido 

fisicamente, foram colhidas amostras de suabe cloacal por três dias consecutivos 

(Figura 4). O diâmetro do suabe utilizado variou de 2 a 5 mm, de acordo com o 

tamanho do animal. Cada suabe foi armazenado em um frasco com água peptonada 

A B 
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tamponada 1% e transportado, sob refrigeração, até o laboratório para ser submetido 

ao processamento microbiológico.  

 

 
Figura 4: Colheita de suabe cloacal em P. geoffroanus contido fisicamente, HVGLN - 

FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012.  
 

3.3.2. Colheita de sangue 

 

Após a antissepsia local, foi realizada a punção do seio venoso vertebral 

cervical, localizado dorso caudalmente ao crânio (Figura 5), utilizando agulhas 

hipodérmicas 13 x 0,45 mm ou 25 X 0,7 mm, esterilizadas, acopladas a seringas de 1 

ou 3 mL, respectivamente e sem anticoagulante. O volume colhido respeitou o volume 

máximo para répteis, de 1% da massa corporal (CAMPBELL, 2006).  
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Figura 5: Punção do seio venoso vertebral cervical de P. geoffroanus, com o uso de 

agulha 13 x 0,45mm acoplada à seringa de 1 mL, HVGLN - FCAV/Unesp, 
Jaboticabal-SP, 2012. Observa-se a marcação não invasiva colada na 
carapaça (seta).  

 

Três gotas de sangue, destinadas a cultura bacteriana, foram misturadas com 3 

mL de água peptonada tamponada 1% e transportadas, sob refrigeração, até o 

laboratório para serem submetidas ao processamento microbiológico. O sangue 

restante foi destinado à obtenção de soro, que foi armazenado a -20ºC para posterior 

pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. 

 

3.3.3. Lavados estomacal e cloacal 

 

A colheita dos conteúdos estomacais e cloacais, realizada com sondas uretrais 

esterilizadas (uma para cada procedimento), ocorreu no mesmo dia da captura dos 

animais. Os tamanhos dos abre-bocas, das sondas (sonda nº 6, 8, 10 ou 12) e dos 

volumes de solução fisiológica (NaCl 0,9%) esterilizada administrados variaram 

conforme o tamanho de cada animal.  

Inicialmente, para realização do lavado estomacal, foi mensurada a distância 

entre a cavidade oral e a abertura do estômago (Figura 6A) e feita uma marcação na 

sonda. Para manter a cavidade oral aberta, foram confeccionados “abre-bocas 

artesanais” de seringas plásticas descartáveis, semelhantes aos de Alves Júnior et al. 

(2011) (Figura 6B), que foram desinfetadas antes e após o uso. Em seguida, foi 
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introduzida a sonda de tamanho adequado para cada caso, até a marcação feita 

previamente. 

 

        
Figura 6: Procedimentos que antecederam o lavado estomacal em P. geoffroanus, 

HVGLN - FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012. A: Mensuração do 
comprimento da sonda desde a cavidade oral até a abertura do estômago. 
B: Introdução da sonda pelo “abre-bocas artesanal”. 

 

 Em seguida foi administrado um volume de 0,5 mL a 10 mL de solução 

fisiológica esterilizada e recolhido aproximadamente a metade do volume, que foi 

fracionado em microtubos de 2 mL e congelado a -20°C para posterior extração do 

DNA. 

O lavado cloacal foi realizado com uma sonda uretral introduzida na cloaca e 

aplicado 0,5 a 1 mL de solução fisiológica esterilizada por 100 g de massa corporal 

(HERNÁNDEZ-DIVERS; HERNÁNDEZ-DIVERS, 2007) (Figura 7). O volume 

administrado foi recuperado quase integralmente e foi armazenado em microtubos de 

2 mL, a -20°C, para posterior extração de DNA.  

 

A B 
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Figura 7: Realização de lavado cloacal em P. geoffroanus, utilizando uma sonda 

uretral e solução fisiológica esterilizadas, HVGLN - FCAV/Unesp, 
Jaboticabal-SP, 2012.  

 

3.4. Colheita de amostras do meio ambiente 
 

Os locais das colheitas de amostras ambientais variavam a cada expedição de 

captura. Cada vez foram realizadas três colheitas ao longo da extensão do trecho 

considerado, dentro do qual foram capturados os animais daquele dia. Sendo colhidas 

por local, uma amostra de água superficial da margem do córrego e uma amostra de 

sedimento com água do fundo do córrego do mesmo local, totalizando seis amostras 

ambientais por expedição.  

A colheita das amostras ambientais (80 mL de água superficial e 8 g de 

sedimento com água do fundo do córrego) foi realizada diretamente com frascos 

identificados e esterilizados individuais de capacidade máxima de 100 mL. Os frascos 

com as amostras foram mantidos refrigerados em caixas isotérmicas, desde o local de 

colheita até o laboratório, onde foi realizado o processamento microbiológico. 
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3.5. Processamentos laboratoriais dos materiais colhidos  
 
3.5.1. Isolamento e identificação de Salmonella spp.  

 
A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada no Laboratório de Ornitopatologia 

(LO) do Departamento de Patologia Veterinária (DPVe) - FCAV/Unesp.  

As amostras de suabe cloacal e de sangue de P. geoffroanus e de meio 

ambiente destinadas à pesquisa de sorotipos do gênero Salmonella foram 

transportadas sob refrigeração até o momento do processamento microbiológico. As 

etapas deste processamento foram: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, 

plaqueamento em meios semissólidos, testes bioquímicos presuntivos e 

caracterização antigênica da estirpe bacteriana (prova sorológica). 

Na etapa de pré-enriquecimento foram utilizados 3 mL de água peptonada 

tamponada a 1% (APT) (HIMEDIA-M616) para cada amostra de origem animal (três 

gotas de sangue ou um suabe cloacal). Das amostras de sedimento com água do 

fundo do córrego foi descartado a água sobrenadante e do sedimento foi utilizado 

uma aliquota de 8 g, à qual foi acrescentada 80 mL de solução de água peptonada 

1%. Para a análise da água superficial do córrego (80 mL) foi acrescentado nesta 1,6 

g do meio de cultura desidratado à base de peptona (APT) (HIMEDIA-M616), 

resultando em uma solução de concentração final de 1%. Em seguida, as amostras 

foram incubadas a 37°C por 24 horas.  
Após o período de pré-enriquecimento, três alíquotas de cada amostra foram 

transferidas para caldos, sendo uma alíquota (1 mL) para 10 mL de caldo de 

enriquecimento seletivo selenito (OXOID-CM395) e incubado a 37ºC por 24h; outra 

alíquota (1 mL) em 10 mL de caldo de enriquecimento tetrationato (Biolife-402125), 

incubados a 37ºC por 48h e finalmente uma alíquota de 0,1 mL misturada com 10 mL 

de caldo de enriquecimento seletivo rappaport (OXOID-CM669), incubados a 37ºC por 

24 horas. Dessa maneira, cada amostra originou três alíquotas distintas. 

Após o enriquecimento seletivo, alíquotas de cada caldo foram plaqueadas 

com auxílio de uma alça de platina, pela técnica de esgotamento, em três diferentes 

meios de cultivo: ágar verde brilhante (OXOID-CM263), ágar MacConkey (OXOID-

CM0115) e ágar XLT-4 (xilose lisina tergitol 4) (DIFCO-223420); que foram incubados 
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a 37°C por 24 horas. Assim, nessa etapa, uma amostra inicial já derivou nove 

alíquotas distintas. 

Das culturas obtidas de cada meio do plaqueamento seletivo, uma a três 

colônias sugestivas de Salmonella foram inoculadas em dois tubos diferentes, 

contendo ágar TSI inclinado (tríplice açúcar ferro) (OXOID-CM277) e ágar LIA (ferro 

lisina) (OXOID-CM381), sendo novamente incubadas a 37ºC por 24 horas, para a 

identificação bioquímica presuntiva. 

Das culturas cuja identificação bioquímica foi compatível com o gênero 

Salmonella, uma amostra das colônias do meio TSI foi cultivada em placa contendo 

meio ágar LB (DIFCO-240110) a 37ºC por 24h. Após a incubação, as colônias 

sugestivas do gênero Salmonella foram submetidas à caracterização antigênica do 

sorotipo bacteriano (prova sorológica), pelo teste de aglutinação em lâmina, com 

soros polivalentes antiantígenos somáticos (O) e flagelares (H) de Salmonella spp. 

(Probac do Brasil).  

As amostras sorologicamente positivas foram separadas em duas alíquotas. 

De uma foi extraído o DNA pelo método de fervura e posteriormente realizada a 

reação de PCR para identificação do gene InvA (796 pb) (FRATAMICO, 2003), 

procedimento padrão no Laboratório de Ornitopatologia, como método confirmatório 

para o gênero Salmonella (CAMPELLO, 2012). A outra alíquota foi inoculada em 

duplicata em tubos contendo ágar LB (DIFCO-240110), inclinado, incubados a 37ºC 

por 24h e em seguida mantidos sob refrigeração (4°C), para ser posteriormente 

enviada ao Laboratório de Enterobactérias do Centro de Referência Nacional de 

Enteroinfecções Bacterianas da Fundação Oswaldo Cruz-FIOCRUZ-RJ, para 

tipificação dos sorotipos, baseada no esquema Kauffman-White. As etapas do  

isolamento e identificação de Salmonella spp. descritos acima, estão resumidos no 

Apêndice A. 

 

3.5.2. Detecção anticorpos anti-Leptospira spp.  

 
A sorologia para a detecção dos anticorpos anti-Leptospira spp., resultantes da 

infecção por  Leptospira spp. foi realizada no Laboratório de Diagnóstico de Brucelose 
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e Leptospirose (LDBL) do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e 

Reprodução Animal (DMVPRA) - FCAV/Unesp.  

A detecção de anticorpos foi realizada pela técnica de soroaglutinação 

microscópica (SAM). Os soros sanguíneos foram descongelados e diluídos em 

solução tamponada de Sörensen, na diluição inicial de 1/5. Dessa diluição, alíquotas 

de 50 L foram colocadas em placas de poliestireno de fundo em formato de U. Sobre 

as alíquotas foi adicionada quantidade igual de antígeno, o que resultou na diluição de 

1/10.  

As 24 sorovariedades de Leptospira spp. utilizadas como antígenos, foram: 

Andamana, Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo, Canicola, 

Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, 

Icterohemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Sentot, 

Shermani, Tarassovi, Whitcombi e Wolffi. Estes antígenos foram provenientes de 

matrizes, replicadas semanalmente em meio de cultura líquido de EMJH (Ellighausen, 

McCullough, Johnson e Harris) (DIFCO-715485), tendo como inóculo 10% do volume 

do meio a semear, e mantidas em estufa bacteriológica BOD a 28ºC.  

A mistura soro-antígeno foi levemente agitada e incubada em estufa 

bacteriológica BOD à temperatura de 28oC, por duas horas. A seguir, foi realizada a 

leitura por microscopia de campo escuro (microscópio ZEISS - Axio Imager A1), 

diretamente nos poços da placa, com objetiva e ocular de 10x. O critério adotado para 

considerar um soro como reagente foi o de 50% de aglutinação, ou seja, metade das 

bactérias aglutinadas no campo microscópico no aumento de 100 vezes. Os soros 

reagentes a esta primeira diluição foram reexaminados com diluições seriadas de 

razão dois, até a diluição máxima de 1:2.560. O título do soro foi considerado a 

recíproca da sua maior diluição que apresentou pelo menos 50% de aglutinação do 

antígeno. Foram considerados como positivos os soros reagentes com diluições ≥ 

1:10 (ponto de corte). 

 

 

 

 

 



18 
 

3.5.3. Detecção de material genômico de Leptospira spp.  

 
A detecção da presença de Leptospira spp. por PCR foi realizada no 

Laboratório de Epidemiologia Molecular (LEM) do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Reprodução Animal (DMVPRA) - FCAV/Unesp.  
A partir de amostras de lavados estomacais e cloacais armazenados a -20°C, 

foi realizada a extração de DNA, de acordo com o protocolo de Biase et al. (2002), 

com alguns ajustes propostos pelo Laboratório de Epidemiologia Molecular da FCAV-

UNESP, a fim de otimizá-la. Para a extração de DNA, transferam-se 400 µL de cada 

amostra para eppendorfs de 2 mL e a estes acrescentaram-se 800 µL de tampão de 

extração [Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 25 mM pH 8.0, NaCl 400 mM e SDS 0,5% 

(p/v)]. As amostras foram agitadas em “vortex” e mantidas em banho-maria a 65ºC por 

60 minutos, sendo gentilmente agitadas a cada 10 minutos. Posteriormente, foram 

acrescentados 400 µL de acetato de potássio 5 M à solução, que foi misturada por 

inversão. Nesta etapa, as amostras foram mantidas no gelo por 30 minutos, 

invertendo-se os tubos a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 13.400 x g por 10 minutos a 10ºC e o sobrenadante foi transferido 

para tubos novos, aos quais acrescentaram-se 700 µL de clorofórmio:álcool isoamílico 

(24:1). As soluções foram misturadas por inversão durante três minutos e, 

posteriormente, centrifugadas a 13.400 x g por 10 minutos a 10ºC. Após a 

centrifugação, a fase superior foi transferida para tubos novos, cuidadosamente, para 

não tocar na interface inferior. Posteriormente, foram acrescentados 1.000 µL de 

etanol absoluto gelado, e a solução, após ser misturada gentilmente, foi mantida a -

20ºC ‘over night’. Após a precipitação do DNA em etanol, os tubos foram 

centrifugados a 13.400 x g por 15 minutos a 10ºC. A fase líquida foi descartada e o 

pellet foi lavado com 1.000 µL de etanol 70% (v/v). Após a centrifugação sob as 

mesmas condições anteriores, a fase líquida foi novamente descartada e o pellet foi 

colocado para secar em temperatura ambiente ±25ºC por 60 minutos. Posteriormente, 

o pellet foi ressuspendido em 30 µL de tampão TE 10:1 (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; 

EDTA 1 mM pH 8,0) e mantido durante 24 horas a 4ºC.  

Após a extração do DNA, a identificação da presença de Leptospira spp. nas 

amostras foi realizada mediante amplificação de um fragmento de 331 pb com o 
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emprego do par de primers Lep1 (5’ - GGC GGC GCG TCT TAA ACA TG - 3’) e Lep2 

(5’ - TTC CCC CCA TTG AGC AAG ATT- 3’) (MÉRIEN et al., 1992). A cepa de 

Leptospira spp. utilizada como controle positivo foi cedida pelo LDBL do DMVPRA - 

FCAV/Unesp. 

A amplificação do fragmento foi realizada com a utilização de tampão 1x [100 

mM Tris-HCl pH 8,8; 500 mM KCl; 0,8% (v/v) Nonidet P40]; MgCl2  2,0 mM; dNTP’s 

0,2 mM; Primer Lep1/Lep2 5 pmol; Taq polimerase 1 U; 7,0 L DNA genômico 

estoque (aproximadamente 100 ng/L); água milli Q esterilizada q.s.p. 20 L. 

A reação de amplificação ocorreu em um termociclador Veriti (Applied 

Biosystems) programado para realizar um ciclo a 94°C por 4 minutos (desnaturação 

inicial); 35 ciclos repetidos a 94°C por um minuto (desnaturação), 60°C por um minuto 

(anelamento do primer) e 72°C por um minuto e meio (extensão da fita de DNA); e por 

fim um ciclo a 72°C por 10 minutos (extensão final). 

O produto da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TEB 1X (Tris-EDTA-Ácido bórico) corado com GelRedTM 1x (Uniscience) e 

padrão de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). A visualização dos 

fragmentos foi realizada sob luz ultravioleta através de equipamento de 

fotodocumentação GEL DOC XR (BioRad).  

 

3.6. Análise dos dados 

 

Para a comparação entre as proporções de resultados positivos nos testes 

laboratoriais, no caso de amostras independentes, foi utilizado o teste de qui-

quadrado, ou o teste exato de Fisher, quando as exigências do teste qui-quadrado 

não foram atendidas (frequências esperadas menores que 5). No caso de amostras 

relacionadas foi utilizado o teste binomial. Adotou-se o nível de significância (p) de 5% 

(BHATTACHARYYA; JOHNSON, 1977; SIEGEL, CASTELLAN JR., 2006). Os 

cálculos foram efetuados utilizando o software R (R Core Team, 2013). 

Para avaliar a confiabilidade entre a associação dos resultados de SAM e PCR 

para Leptospira spp., foram utilizadas duas metodologias de análise: a análise de 

concordância-Kappa, em que valores dessa medida abaixo de 0,2 sugerem 
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concordância pobre; entre 0,21 a 0,4, concordância razoável; entre 0,41 a 0,6, 

concordância moderada; entre 0,61 a 0,8, concordância boa e entre 0,81 a 1, 

concordância muito boa (ALTMANN, 1999); e a análise bidimensional utilizando o 

coeficiente  de Pearson (-1    1) (BHATTACHARYYA; JOHNSON, 1977). 
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4. RESULTADOS  
 

 

Durante o período de fevereiro a maio de 2012 foram capturados no total 84 P. 

geoffroanus, sendo 54 adultos, 27 jovens (subadultos) e três filhotes. Quanto ao sexo, 

foram 52 machos, 31 fêmeas e um indeterminado (filhote muito pequeno).  

No decorrer do período de captura houve um evento de poluição no Córrego 

Cerradinho (mês de abril), atribuído ao composto de carbamato, identificado em 

amostras biológicas de P. geoffroanus enviadas ao CEATOX-Unesp, Câmpus de 

Botucatu. Tal evento desencadeou acentuada mortalidade de P. geoffroanus e de 

peixes e comprometeu a higidez dos animais sobreviventes, capturados nas 

expedições subsequentes.  

A quantidade de amostras biológicas obtidas para processamentos 

laboratoriais estão descritas na Figura 8. 

  

 

 
Figura 8: Diagrama do número de P. geoffroanus capturados no Córrego Cerradinho 

em Jaboticabal-SP de fevereiro a maio de 2012, e a quantidade de amostras 
biológicas colhidas para os diversos processamentos laboratoriais realizados 
na FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012. Ap: antes da poluição ambiental; Dp: 
depois da poluição ambiental. 
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4.1. Isolamento e identificação de Salmonella spp.  
 
Todos os isolados de Salmonella spp. oriundos de P. geoffroanus e de 

amostras ambientais foram obtidos utilizando os caldos de enriquecimento seletivos 

tetrationato (37ºC - 48h) ou selenito (37ºC - 24h), seguidos de plaqueamento em meio 

XLT-4 (37ºC - 24h). Quando foi utilizado o caldo de enriquecimento seletivo rappaport, 

não houve isolamento do agente. 

 
4.1.1. Isolamento e identificação de Salmonella spp. oriunda de amostras de P. 

geoffroanus 

 
De 30 P. geoffroanus foram realizados cultivos bacteriológicos de amostras de 

sangue (n=30), sendo 20 amostras oriundas de animais capturados antes do evento 

de poluição ambiental e 10 capturados após. Da mesma forma foram, colhidas três 

realizadas seriadas de suabes cloacais, totalizando 60 amostras de suabe antes e 30 

após o evento de poluição ambiental.  

Das amostras de sangue não foi isolado sorotipo de Salmonella spp. Por outro 

lado, ocorreu isolamento de sorotipos de Salmonella spp. oriundos de suabes cloacais 

de P. geoffroanus capturados antes e após o evento de poluição ambiental (Tabela 1). 

Pelo teste exato de Fisher (p = 0,0312), observou-se diferença estatisticamente 

significativa na quantidade de animais positivos para Salmonella spp. após o evento.  

 

Tabela 1: Quantidade de P. geoffroanus capturados, suabes realizados e frequência 
(%) de isolamento de Salmonella spp. no período de fevereiro a maio de 
2012, em Jaboticabal-SP. 

Período de 
captura 

Nº de                   
P. geoffroanus 

capturados 
Nº de suabes 
examinados 

Nº de positivos 
animais/suabes 

Frequência de 
positividade 

(%) 
Antes da 
poluição 20 60 1/1 1/60 = 1,67% 

 
Após a 

poluição 

 
10 

 
30 

 
4/9 

 
9/30 = 30 % 
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Com exceção de um isolado (C39 - suabe do 1° dia), todos os suabes restantes 

(n=9) foram detectados de amostras oriundas de P. geoffroanus capturados após o 

evento de poluição ambiental.  

Das amostras dos suabes cloacais, foram isolados três sorotipos de Salmonella 

spp. (S. Tennessee, S. Mbandaka e S. Oranienburg) oriundos de cinco animais 

diferentes (10 suabes), como pode ser observado na Tabela 2.  

 

Tabela 2: Sorotipos de Salmonella enterica subsp. enterica, resultantes do cultivo 
microbiológico de suabes  colhidos em três dias consecutivos de 30 
Phrynops geoffroanus, no período de fevereiro a maio de 2012, em 
Jaboticabal-SP. 
Amostras  

(Nº total de analisadas/               
N° de positivas) 

Sorotipo isolados 
Identificação da 

amostra Cnº 
1º dia 2º dia 3º dia 

Suabes cloacais (90/10) 

S. Tennessee C39*   
S. Mbandaka C42   

S. Oranienburg 

 C40 C40 
 C42 C42 

C43 C43 C43 
  C44 

Cnº= identificação do Phrynops geoffroanus; *= amostra obtida de P. geoffroanus 
capturado antes do evento da poluição ambiental. 

 

Na tabela acima pode-se observar que, quando realizado suabe apenas no 1° 

dia, ocorreu isolamento do agente de amostras de três P. geoffroanus (C39, C42, C43), 

quando realizado suabe no 1° e 2° dias foi isolado o agente de amostras de quatro P. 

geoffroanus (C39, C40, C42, C43) e realizando-se três colheitas em dias consecutivos foi 

isolado o agente de amostras de cinco P. geoffroanus (C39, C40, C42, C43, C44). 

Todavia, pelo teste binomial, não foi observada diferença estatisticamente significativa 

quanto à obtenção de isolamento de Salmonella spp. em três ou em uma colheita (p = 

0,5), e em três ou em duas colheitas (p = 1). 

Também se observou isolamento de sorotipos diferentes (S. Mbandaka e S. 

Oranienburg), oriundos de amostras de um mesmo P. geoffroanus (C42), porém em 

dias diferentes.   

Estes isolados foram obtidos apenas quando o protocolo incluiu o caldo de 

enriquecimento seletivo tetrationato (37ºC - 48h) e posterior plaqueamento em meio 
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XLT-4 (37ºC - 24h). Embora essa metodologia tenha resultado no isolamento de 

Salmonella spp. de cinco dos 30 animais examinados, e os outros métodos 

microbiológicos não tenham resultado em nenhum isolamento, essa diferença não foi 

estatisticamente significativa (p = 0,0625), pelo teste binomial. 

A associação entre os fatores idade ou sexo, com o período (antes e após a 

poluição ambiental), não foi estatisticamente significativa, em nenhuma das 

comparações, pelo teste exato de Fisher. 

 

4.1.2. Isolamento e identificação de Salmonella spp. oriunda de amostras 

ambientais 

 

Foram colhidas no total 36 amostras do ambiente, sendo 18 oriundas de água 

superficial da margem do córrego e 18 de sedimento com água do fundo do córrego 

do mesmo local. Destas 18 amostras da cada material, 12 foram colhidas antes do 

evento de poluição ambiental e seis após.  

Das 18 amostras de água superficial do córrego, foi isolado apenas um sorotipo 

de Salmonella spp. (S. Mbandaka), oriundo de uma única amostra (A15), sendo 

utilizado o protocolo de caldo de enriquecimento seletivo tetrationato (37ºC - 48h), 

seguido de plaqueamento em meio XLT-4 (37ºC - 24h), para obtê-lo. Tal amostra foi 

colhida após a poluição ambiental. O teste exato de Fisher mostrou não ser 

estatisticamente significativa (p = 0,3333) a diferença entre as amostras colhidas 

antes e após o evento de poluição ambiental. Em relação ao o isolamento de 

Salmonella spp. de água superficial do córrego, o protocolo microbiológico que incluiu 

o caldo tetrationato, não diferiu significativamente de nenhum dos outros protocolos (p 

= 1), pelo teste binomial.  

Do total de 18 amostras de sedimento com água do fundo do córrego, 11 foram 

positivas, para sete sorotipos de Salmonella spp. (S. Tennessee, S. Anatum, S. 

Typhymurium, S. Mbandaka, S. Worthington, S. Senftenberg e S. Idikan) (Tabela 3).  
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Tabela 3: Sorotipos de Salmonella enterica subsp. enterica isolados de amostras de 
sedimento com água do fundo do córrego, colhidas no período de fevereiro 
a maio de 2012, em Jaboticabal-SP. 

Amostras  
(Nº total de analisadas/ N° de positivas) Sorotipos isolados Identificação das 

amostras 

Sedimento (18/11) 

S. Tennessee S1
 

S. Anatum S2 
S3

SL 

S. Typhimurium S5 
S5

SL 

S. Mbandaka 

S4 
S6 
S8 
S9 

S. Worthington S7 

S. Senftenberg S16
** 

S18
** 

S. Idikan S1 
Snº= identificação da amostra do sedimento com água do fundo do córrego; SL= amostras 
isoladas utilizando caldo selenito no protocolo; **= amostra colhida após o evento da poluição 
ambiental. 
 

Do total das 11 amostras de sedimento com água do fundo do córrego, nove 

foram colhidas antes do evento de poluição ambiental (de S1 até S9) e apenas duas 

amostras foram colhidas após o evento (S16 e S18). Pelo teste exato de Fisher (p = 

0,1165), não houve interferência estatisticamente significativa do evento sobre o 

isolamento de Salmonella spp.  

Das amostras analisadas, duas (S3 e S5) foram positivas para Salmonella spp. 

utilizando-se o caldo de enriquecimento seletivo selenito (37ºC - 24h), seguido de 

plaqueamento em meio XLT-4 (37ºC - 24h). As 10 amostras (S1, S2, S4, S5, S6, S7, S8, 

S9, S16 e S18) foram positivas no caldo de enriquecimento seletivo tetrationato (37ºC - 

48h), com plaqueamento em meio XLT-4. A comparação entre o uso do caldo 

tetrationato com o uso caldo selenito, revelou diferença estatisticamente significativa, 

pelo teste binomial (p = 0,03906). 
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4.2. Técnica de soroaglutinação microscópica (SAM) para detecção de 
anticorpos anti-Leptospira spp.  

 
A detecção de anticorpos anti-Leptospira spp., pela técnica de SAM, foi 

realizada com 76 amostras de soro colhidas, das quais 50 (65,8%) apresentaram 

reatividade sorológica a uma ou mais sorovariedades concomitantemente (Tabela 4). 

Das 24 sorovariedades de Leptospira spp. testadas, foram detectados anticorpos 

contra 18, sendo elas: Andamana, Australis, Autumnalis, Bataviae, Butembo, 

Canicola, Castellonis, Copenhageni, Grippotyphosa, Hebdomadis, 

Icterohemorrhagiae, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Sentot, Shermani, Whitcombi e 

Wolffi.  

 

Tabela 4: Frequência da quantidade de sorovariedades de Leptospira spp. detectadas 
em soros de P. geoffroanus (n=76) testados pela técnica de soroaglutinação 
microscópica e a discriminação das sorovariedades.  

Quantidade de 
sorovariedades 

P. geoffroanus 
% (n) Sorovariedades detectadas 

1 17,1% (13) Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Canicola, Castellonis  

2 18,4% (14) 
Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Australis, Shermani, Castellonis, 
Grippotyphosa 

3 10,5% (8) Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Hebdomadis, Shermani, Pomona 

4 3,9% (3) Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Australis, Andamana, Whitcombi 

5 9,2% (7) 
Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Australis, Castellonis, Sentot, 
Grippotyphosa, Pomona, Butembo, Wolffi 

6 1,3% (1) Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, 
Icterohemorrhagiae, Sentot 

7 2,6% (2) 
Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Australis, Hebdomadis, Shermani, 
Whitcombi, Bataviae  

8 2,6% (2) 
Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Canicola, 
Icterohemorrhagiae, Australis, Hebdomadis, Shermani, 
Andamana, Sentot 

 

A relação das sorovariedades por ordem de frequência e as respectivas 

titulações foram registradas na Tabela 5.  
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Tabela 5: Relação das sorovariedades de Leptospira spp., quantidade de  P. 
geoffroanus sororreativos com sua respectiva diluição no teste de SAM.  

Sorovariedade  Total de P. geoffroanus P. geoffroanus por titulação 

Pyrogenes 29 

11 1:10 
5 1:20 
5 1:40 
2 1:80 
6 1:160 

Copenhageni 24 

7 1:10 
3 1:20 
4 1:40 
6 1:80 
3 1:160 
1 1:1.280 

Patoc 16 
11 1:10 
3 1:20 
2 1:40 

Autumnalis 15 

6 1:10 
5 1:20 
1 1:40 
1 1:80 
2 1:160 

Canicola 15 
12 1:10 
1 1:20 
2 1:40 

Icterohemorrhagiae 15 
8 1:10 
4 1:20 
3 1:40 

Australis 6 

3 1:10 
1 1:20 
1 1:40 
1 1:160 

Hebdomadis 4 3 1:10 
1 1:20 

Shermani 4 4 1:10 

Castellonis 4 3 1:10 
1 1:20 

Sentot 4 3 1:10 
1 1:20 

Whitcombi 3 3 1:10 

Andamana 2 1 
1 

1:20 
1:40 

Grippotyphosa 2 1 1:20 
1 1:40 

Pomona 2 2 1:10 
Bataviae 1 1 1:10 
Butembo 1 1 1:20 
Wolffi 1 1 1:10 
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Quanto ao evento da poluição ambiental, 27 amostras de soro foram colhidas 

antes do evento, das quais 17 (63%) apresentaram reatividade sorológica. Das 49 

amostras de soro colhidas após o evento, 33 (67,3%) foram sororreativas. Pelo teste 

qui-quadrado não foi observada diferença significativa na sororreatividade das 

amostras colhidas antes e após o evento (p = 0,3499).  
 

4.3. PCR para identificação de Leptospira spp. 
 

A PCR para identificação de Leptospira spp. em lavado estomacal e cloacal foi 

realizada em 132 amostras de 66 P. geoffroanus (Figura 9). Das 36 amostras colhidas 

(lavado estomacal e cloacal) antes do evento de poluição ambiental, três (8,33%) 

(duas de lavado estomacal e uma de lavado cloacal, de animais distintos) 

apresentaram amplificação específica. Das 96 amostras colhidas após o evento, oito 

(8,33%) (seis de lavado estomacal e duas de lavado cloacal, de animais distintos), 

revelaram material genômico de Leptospira spp.  

 

 
Figura 9: Amplificação específica de Leptospira spp. As amostras de lavado 

estomacal (E52) e cloacal (C66) apresentaram amplificação (331 pb) de 
Leptospira spp. PM: padrão de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder 
(Invitrogen). CN: controle negativo (mix sem DNA). CP: controle positivo.  

 

Ao aplicar o teste exato de Fisher, nos resultados obtidos da PCR, não foi 

observada diferença significativa entre os períodos de colheita antes e após o evento 

de poluição ambiental (p = 0,6562). 
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4.4. Relação entre os resultados das técnicas de soroaglutinação 
microscópica (SAM) e PCR para diagnóstico de Leptospira spp. 

 

Para confrontar os resultados da sorologia e da detecção de material genômico 

de Leptospira spp., utilizaram-se as amostras obtidas de 66 P. geoffroanus. Na 

Tabela 6 constam os resultados da pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. e da 

detecção de material genômico de Leptospira spp. de amostras estomacal/cloacal, 

por período (antes e após a poluição ambiental).  

 

Tabela 6: Relação entre os resultados das técnicas de PCR e SAM para Leptospira 
spp., em 66 P. geoffroanus capturados no Córrego Cerradinho, Jaboticabal-
SP, no período de fevereiro a maio de 2012, antes e depois do evento de 
poluição ambiental. 

Resultado da técnica Período de colheita das amostras 
PCR SAM Antes (n=18) Depois (n=48) 

Detectado Reativo 2 3 

Detectado Não reativo 1 5 

Não detectado Reativo 9 29 

Não detectado Não reativo 6 11 

  

Como já foi descrito no item 4.2, considerando apenas os resultados da técnica 

de SAM, e no item 4.3, relacionado aos resultados isolados da técnica da PCR, não 

houve significância estatística nos períodos antes e após o evento de poluição 

ambiental. Ao se aplicar o teste exato de Fisher nos resultados das técnicas 

diagnósticas (SAM e PCR), associando-os em cada um dos períodos (antes e após o 

evento), também não se observou diferença significativa entre estas técnicas tanto 

para o período antes (p = 0,674) como após o evento (p = 0,0689).  

Foi observado baixo grau de concordância entre os testes de sorologia e 

biologia molecular (Kappa = - 0,11), assim como fraca associação entre os mesmos 

em análise bidimensional utilizando o coeficiente de Pearson ( = - 0,18). 

No Apêndice B foram relacionados os indivíduos capturados antes ou após a 

poluição ambiental, seus resultados da PCR de amostras estomacais e cloacais e da 
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sorologia, com detalhamento das sorovariedades detectadas e seus respectivos 

títulos sorológicos.  

O teste exato de Fisher, aplicado aos resultados de detecção dos 

agentes/anticorpos de Leptospira spp., por período (antes e após poluição ambiental), 

mostrou que não houve diferenças estatisticamente significativas entre as idades, 

bem como entre os sexos (p ˃ 0,05). 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

A pesquisa de agentes etiológicos em testudines aquáticos de ambiente 

antrópico é considerada uma relevante ação para melhor conhecimento dos animais e 

de seu habitat. Este mesmo ambiente, ao qual os seres humanos e/ou animais 

domésticos estão expostos, favorece a possibilidade de transmissão de patógenos, 

comprometendo a saúde pública (BRITES, 2002). 

O êxito no isolamento de Salmonella spp. depende da metodologia aplicada, 

sendo necessário o uso de protocolo específico (LOPES, 2008; MIRANDA et al., 

2008; OIE, 2010). Das amostras de P. geoffroanus foi isolado o agente quando 

utilizado caldo tetrationato (37ºC - 48h) e plaqueamento em XLT-4 (37ºC - 24h), 

semelhante ao descrito na literatura. Todavia, os mesmos autores referem sucesso no 

isolamento utilizando o caldo rappaport (LOPES,2008; MIRANDA et al., 2008), fato 

não constatado no presente estudo. No presente estudo não foi identificada diferença 

estatisticamente significativa, pelo teste binomial.   

O isolamento de Salmonella spp. a partir de amostras de sedimento com água 

do fundo do córrego, foi estatisticamente significativo, pelo teste binomial, como 

mencionado nos resultados, quando utilizados os caldos de tetrationato (37ºC - 48h) 

ou selenito (37ºC - 24h), seguidos do meio de plaqueamento XLT-4 (37ºC - 24h). A 

partir das amostras de água superficial, só foi observado isolamento da bactéria 

quando utilizado o caldo tetrationato (37ºC - 48h), seguido do meio de plaqueamento 

XLT-4 (37ºC - 24h), fato estatisticamente não significativo, pelo teste binomial, com 

relação ao uso dos outros demais caldos. Na literatura pesquisada, referente ao 

isolamento de Salmonella spp. a partir de amostras ambientais, não foram 

encontrados trabalhos com protocolos laboratoriais (meios e temperatura/ tempo de 

incubação) idênticos aos aplicados neste trabalho. 

Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa pelo teste 

binominal de duas proporções, entre as colheitas seriadas de suabes de P. 

geoffroanus, observou-se que ao se colher amostras repetidas de um mesmo animal 

aumentou a possibilidade de detectar o agente. Tal observação é justificada pela 

eliminação intermitente do agente pelos répteis (MERMIN et al., 2004). A fim de 
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detectar os animais portadores e os indivíduos livres da eliminação do agente, é 

importante a realização de colheitas repetidas (MIRANDA et al., 2008).   

Na colheita repetida de suabes de um mesmo P. geoffroanus observou-se o 

isolamento de dois sorotipos (S. Mbandaka e S. Oranienburg), indicando que os 

répteis podem ser portadores de vários agentes simultaneamente, como foi verificado 

na literatura (LOPES, 2008). 

Apesar de o objetivo inicial deste trabalho não incluir a abordagem dos efeitos 

de um evento de poluição ambiental acidental, considerou-se relevante a comparação 

dos resultados laboratoriais obtidos das amostras colhidas antes e após o evento. 

Houve diferença estatisticamente significativa, pelo teste exato de Fisher, quanto à 

frequência de isolamento de Salmonella spp. de P. geoffroanus antes (5%) e após 

(40%) o evento de poluição ambiental. Assim, os resultados deste estudo sugerem 

que o evento alterou a homeostase (higidez) e possivelmente tenha influenciado na 

imunidade dos animais. Segundo Ebani e Frantini (2005), situações de estresse 

representam importante fator na eliminação do agente. Nesta presquisa, observou-se, 

que não houve diferença estatística significativa, pelo teste exato de Fisher, entre o 

isolamento de Salmonella spp. de amostras ambientais, antes e após a poluição, 

apesar de numericamente existir uma diferença entre a quantidade de amostras de 

sedimento com água do fundo do córrego positivas, antes (n=9) e após (n=2). Seria 

de interesse verificar uma possível influencia do carbamato no ambiente (sedimento), 

interferindo, assim, na viabilidade desta bactéria. Da mesma forma, o isolamento de 

Salmonella spp. da água superficial, observada somente após o acidente ambiental, 

pode estar relacionado com a maior eliminação do agente por parte dos animais, 

como descrito anteriormente, contaminando o ambiente. 

De 30 P. geoffroanus, foram isolados três sorotipos de Salmonella spp., dos 

quais, o sorotipo S. Oranienburg (13,33%) foi o mais frequente seguido por  S. 

Tennessee (3,33%) e S. Mbandaka (3,33%). Das 18 amostras examinadas de 

sedimento com água do fundo do córrego, foram isolados sete sorotipos de 

Salmonella spp., sendo S. Mbandaka (22,22%) o mais frequente, seguido de S. 

Anatum (11,11%), S. Senftenberg (11,11%), S. Typhimurium (5,56%), S. Tennessee 

(5,56%), S. Worthington (5,56%) e S. Idikan (5,56%). Das 18 amostras de água 

superficial do córrego, ocorreu isolamento de Salmonella spp. de apenas uma 
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amostra (5,56%), e o sorotipo isolado foi S. Mbandaka. Os dados acima mostram que 

ocorreu isolamento do sorotipo S. Mbandaka tanto dos animais, como do ambiente 

(água e sedimento) e S. Tennessee foi isolado de amostra do sedimento e de P. 

geoffroanus. 

Todos esses sorotipos são potencialmente patogênicos para o ser humano 

(MCCULLOUGH; EISELE, 1951; L’ECUYER et al., 1996; SCHEIL et al., 1998; 

MULEY et al., 2004; WERBER et al., 2005; HALD et al., 2006; TORPDAHL et al., 

2007; SHETH et al., 2011). As infecções por Salmonella spp. em humanos, 

relacionadas ao contato com répteis tendem a estar mais associadas a 

sintomatologias sistêmicas, do que as infecções por origem alimentar (HOELZER; 

SWITT; WIEDMANN, 2011), e causam quadros severos que podem levar à morte 

(CDC, 2007;  2012).  

A literatura cita que os répteis podem atuar como importantes reservatórios de 

Salmonella spp.  (LOPES, 2008) e possuem a capacidade de eliminá-la (MERMIN et 

al., 2004; CARVALHO, 2007; OIE, 2010), principalmente quando submetidos a 

situação de estresse (EBANI; FRANTINI, 2005). 

Nos Estados Unidos, existem relatos de casos de diversos sorotipos de 

Salmonella spp. acometendo humanos, que tiveram contato direto e/ou indireto com 

répteis. Os genótipos dos sorotipos de Salmonella spp., de isolados humanos e de 

isolados de testudines aquáticos ou seus respectivos habitats foram indistinguíveis 

por PFGE (pulsed field gel electrophoresis) (CDC, 2005; 2007; 2008; 2012), indicando 

que os animais e os seres humanos compartilham os mesmos agentes.   

No Brasil, existem estudos em diversas espécies de testudines aquáticos 

cativos, incluindo Trachemys scripta elegans (tigre-d´água-de-orelha-vermelha), das 

quais foram isolados de suabes cloacais os sorotipos: S. Albany, S. Kottbus, S. 

Litchfield, S. Loanda, S. Newport, S. Typhimurium e S. 60:r:z (SÁ; SOLARI, 2001). Em 

outras espécies de testudines aquáticos foram descritos subespécies e sorotipos de 

Salmonella spp., tais como: em Chelus fimbriatus (mata-mata), o sorotipo S. 

Muenchen; em Acanthochelys spixii (cágado-preto), a S. enterica subsp. diarizonae 

(O:53); em Chelonia mydas (tartaruga-verde), os sorotipos S. Braenderup, S. Newport 

e S. Tennessee; em Kinosternon scorpioides (muçuã), a S. enterica subsp. Houtenae; 

e em Chelydra serpentina (tartaruga-mordedora), a S. enterica subsp. diarizonae 
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(LOPES, 2008). Brites (2002) isolou de suabes cloacais de P. geoffroanus de vida 

livre, no Estado de Minas Gerais, os sorotipos S. Typhimirium, S. Cholerae suis e S. 

Typhi. 

Considerando a literatura apresentada acima e os achados de Salmonella spp. 

nos P. geoffroanus estudados, pode-se afirmar que os sorotipos S. Oranienburg e S. 

Mbandaka foram descritos pela primeira vez em testudines aquáticos no Brasil. 

Sendo a Leptospira spp., um agente responsável por uma zoonose de 

interesse em saúde pública e veiculada pelo meio aquático, torna-se relevante o 

levantamento de sua presença nos animais que habitam este ambiente, também 

frequentado por seres humanos e animais domésticos. 

Com relação à detecção de anticorpos anti-Leptospira spp., a observação de 

reatividade de 50/76 (65,8 %) dos soros analisados mostrou que os animais tiveram 

contato com o agente. Não houve diferença estatisticamente significativa, teste qui-

quadrado, entre os resultados de amostras colhidas antes (62,97%) e após (67,35%) 

o evento de poluição ambiental. A literatura confirma a ocorrência de anticorpos anti-

Leptospira spp., pela técnica de SAM, em testudines aquáticos no Brasil, tais como: T. 

scripta elegans (ESTEVES, 2005), Podocnemis unifilis (tracajá) (SILVA et al., 2010), 

Podocnemis expansa (tartaruga-da-amazônia) (ALVES JÚNIOR et al., 2009; 2010; 

SILVA et al., 2010; ALVES JÚNIOR, 2013) e P. geoffroanus (SILVA et al., 2010), 

espécie estudada no presente trabalho.  

Das 24 sorovariedades estudadas, observou-se reatividade contra 18 delas, 

sendo as mais frequentes: Pyrogenes, Copenhageni, Patoc, Autumnalis, Canicola, 

Icterohemorrhagiae. Alguns animais apresentaram simultaneamente anticorpos contra 

uma ou mais sorovariedades diferentes. Conforme Oliveira (2003), na ordem 

Testudinata, a sorovariedade de maior frequência é Pomona. Estudos sorológicos 

com espécies aquáticas descreveram a sorovariedade Patoc em T. scripta elegans 

(ESTEVES, 2005), enquanto Silva et al. (2010) citam reatividade contra as 

sorovariedades Andamana, Tarassovi e Canicola.  Os soros de P. unifilis reagiram às 

sorovariedades Panama e Pomona (SILVA et al., 2010). Os soros de P. expansa 

foram reagentes às sorovariedades Bataviae, Butembo, Javanica, Patoc, Panama, 

Pomona, Andamana, Australis, Autumnalis, Bratislava, Canicola, Castellonis, 

Copenhageni, Cynopteri, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohemorrhagiae, 
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Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi, Whitcombi e Wolffi (ALVES JÚNIOR et al., 

2009; ALVES JÚNIOR et al., 2010; SILVA et al., 2010; ALVES JÚNIOR, 2013), com 

maior prevalência das sorovariedades Panama, Bataviae, Pomona, Hardjo e 

Pyrogenes (ALVES JÚNIOR, 2013). Especificamente na espécie P. geoffroanus, Silva 

et al. (2010) identificaram anticorpos contra a sorovariedade Canicola em indivíduo 

cativo. 

Com relação à literatura citada acima observou-se correspondência com os 

achados deste trabalho. Assim, a ocorrência de anticorpos contra a sorovariedade 

Canicola, foi descrita em duas espécies aquáticas (SILVA et al., 2010), sendo uma 

delas P. geoffroanus, objeto deste trabalho. Da mesma forma, a ocorrência de 

anticorpos contra a sorovariedade Pomona foi relatada em P. unifilis (SILVA et al., 

2010) e P. expansa (ALVES JÚNIOR et al., 2009; ALVES JÚNIOR et al., 2010; SILVA 

et al., 2010; ALVES JÚNIOR, 2013). A ocorrência de anticorpos contra as 

sorovariedades Pyrogenes Patoc, Andamana e Bataviae foram citadas acomentendo 

apenas uma espécie (ESTEVES, 2005; ALVES JÚNIOR et al., 2010; SILVA et al., 

2010; ALVES JÚNIOR, 2013). Por fim, não foram encontrados na literatura, relatos da 

ocorrência de anticorpos contra as sorovariedades, Copenhageni, Autumnalis e 

Icterohemorrhagiae, acometendo testudines aquáticos no Brasil. Dessa forma o 

presente trabalho confirmou reatividade contra sorovariedades descritas previamente, 

além de descrever a ocorrência de anticorpos contra novas sorovaridades em P. 

geoffroanus. 

Quanto às diluições utilizadas no protocolo do teste de SAM, verificaram-se 

reações a partir de 1:10 até 1:1.280, sendo as mais frequentemente observadas as de 

1:10 a 1:40.  A diluição mínima padrão, a partir da qual o teste de SAM é considerado 

positivo, para répteis ainda não foi estabelecida, sendo observados na literatura 

diversos valores, tais como 1:20 (ALVES JÚNIOR, 2013), 1:40 (SILVA et al., 2010) e 

1:100 (ESTEVES et al., 2005; ALVES JÚNIOR et al., 2009; ALVES JÚNIOR et al., 

2010). No presente estudo, foi adotada a diluição de 1:10, o que pode acarretar 

menor especificidade do teste, podendo resultar em aumento na frequência de 

resultados falso-positivos. Dessa maneira, torna-se relevante a determinação 

experimental do ponto de corte padrão para o teste se SAM em testudines aquáticos. 
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A PCR para identificação de Leptospira spp. foi realizada de amostras de 

lavado estomacal (LE) e cloacal (LC) de 66 P. geoffroanus, totalizando 132 amostras. 

Foi identificado material genômico do agente em duas amostras de LE colhidas antes 

do evento de poluição ambiental e seis após. Das amostras de LC foi identificado 

material genômico de Leptospira spp. em uma antes e duas amostras após o evento. 

Essa diferença na detecção genômica antes e após o acidente ambiental não foi 

estatisticamente significativa, pelo teste exato de Fisher. Trabalho semelhante, 

realizado com lavado estomacal e urina de P. expansa de vida livre e de cativeiro, 

constatou a presença de material genômico de Leptospira spp. (ALVES JÚNIOR, 

2013).  

A relação entre os testes sorológicos e de identificação molecular mostrou que 

os resultados obtidos pelos testes, tanto no período antes, como após o evento de 

poluição ambiental, não foram estatisticamente significativos, pelo teste exato de 

Fisher. Observou-se baixo grau de concordância (Kappa = - 0,11; = - 0,18) entre os 

resultados dos testes de detecção de anticorpos e agente, em ambos os períodos.  

De modo geral, espera-se que, ao detectar o agente, os anticorpos estejam 

presentes, e vice-versa; porém neste trabalho observaram-se também situações 

contrárias. Alves Júnior (2013) verificou situações semelhantes quando pesquisou a 

detecção de Leptospira spp. e respectivos anticorpos em P. expansa.  

Possíveis razões/hipóteses sugeridas para a discordância da relação entre os 

achados da SAM e PCR seriam: (i) ocorrência de resultados falso-positivos (menor 

especificidade) na técnica de SAM, devido ao uso de ponto de corte 1:10; (ii) falha na 

qualidade das amostras (muito diluídas) utilizadas na PCR; (iii) falta de conhecimento 

da patogenicidade deste agente frente ao testudine aquático, uma vez que o animal e 

o agente possivelmente já convivam a longo tempo no ambiente aquático, podendo 

ter co-evoluido; (iv) desconhecimento da resposta imunológica humoral desta espécie  

e/ou possível falha do sistema imunológico (imunodeficiência) frente ao agente; (v) 

falta de informação a respeito da cinética de anticorpos contra Leptospira spp. em P. 

geoffroanus; (vi) ausência de estudos epidemiológicos de Leptospira spp. em 

testudines aquáticos. Algumas dessas hipóteses podem ser esclarecidas com uma 

infecção experimental de Leptospira spp. em testudines aquáticos. 
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O ser humano é susceptível à leptospirose causada por um grande número de 

sorovariedades, tais como Icterohemorrhagiae (ACHA; SZYFRES, 2001), Autumnalis 

(SPICHLER et al., 2007) e Copenhageni (KO et al., 1999). Os quadros clínicos e sua 

gravidade dependem da sorovariedade e da dose infectante de Leptospira spp., da 

espécie de hospedeiro, do seu estado imunitário, de sua idade e condição sanitária 

geral (ACHA; SZYFRES, 2001; CORRÊA, 2007; OIE, 2008). A caracterização de 

leptospirose severa em humanos pode abranger hemorragias no trato gastrointestinal, 

alterações hepáticas, insuficiência renal (ACHA; SZYFRES, 2001), insuficiência 

respiratória e morte (KO et al., 1999; SPICHLER et al., 2007). 

Estudos epidemiológicos norte-americanos relatam o desenvolvimento da 

doença em humanos e surtos devido ao contato com ambiente pantanoso, na Flórida 

(STERN et al., 2010), e a ingestão de água de lago contaminado após período de 

fortes chuvas, em Illinois (MORGAN et al., 2002).  

De acordo com a literatura, os répteis podem ser reservatórios de algumas 

sorovariedades e disseminá-las em ambientes antrópicos, infectando outras espécies 

(ALVES JÚNIOR, 2013). 

Considerando os resultados expostos nesta investigação (detecção de 

Salmonella spp. e Leptospira spp. em P. geoffroanus e seu habitat), a viabilidade e a 

transmissão destes agentes no meio aquático (SAIDI et al., 1997; SÃO PAULO, 2009) 

e o contato de pessoas e animais domésticos com o ambiente do Córrego Cerradinho 

possibilitam a infecção de humanos, representando um possível problema para a 

saúde pública. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 

Neste estudo, foi possível averiguar que exemplares de P. geoffroanus 

avaliados estão infectados por Salmonella spp. e Leptospira spp. e que o ambiente 

está contaminado, podendo assim, representar risco de infecção para as populações 

humana e animal que entrarem em contato. 
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Apêndice A: Protocolo de isolamento e identificação de Salmonella spp. a partir 

amostras de colhidas de P. geoffroanus (suabe e sangue) e ambientais (água 

superficial e sedimento com água do fundo do Córrego), no período de fevereiro a 

maio 2012, Jaboticabal-SP.    

Origem 
Pré-

enrique-
cimento 

Enrique-
cimento 
seletivo 

Plaqueamen-
to em meios 
semissólidos 

Testes 
bioquímicos 
presuntivos 

Incubação 
das 

colônias 
suspeitas 

Prova 
sorológica 

Destinos das 
alíquotas 

sorologicamente 
positivas 

Amostra 
original APT 1% 

Tetrationato 

XLT-4 
TSI LB 

Soro 
polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 

TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

Verde 
brilhante 

TSI LB 
Soro 

polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 

TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

MacConkey 
TSI LB 

Soro 
polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

Selenito 

XLT-4 
TSI LB 

Soro 
polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

Verde 
brilhante 

TSI LB 
 Soro 

polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

MacConkey 
TSI LB 

Soro 
polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

Rappaport 

XLT-4 
TSI LB 

 Soro 
polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

Verde 
brilhante 

TSI LB 
Soro 

polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
LIA    

MacConkey TSI LB 
 Soro 

polivalente 
“O” e  “H” 

PCR 
TIPIFICAÇÃO 

-80°C 
  LIA    
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Apêndice B: Relação entre os resultados da PCR e dos exames sorológicos para 
Leptospira spp., de 66 P. geoffroanus capturados no Córrego Cerradinho, Jaboticabal-
SP, entre fevereiro e maio de 2012, dos quais, 18 animais foram capturados antes e 
48 após o evento de poluição ambiental.  

P. geoffroanus 
(n=66) 

Resultados PCR  
(n=132) 

Resultados dos exames 
sorológicos (n=66) 

Estomago 
(n=66) 

Cloaca  
(n=66) Sorovariedades Diluição 

máxima 

C15
Ap Detectado Não detectado Australis 

Autumnalis 
1:40 
160 

C68
Dp 

Detectado Não detectado Autumnalis 1:20 
  Bataviae 1:10 
  Copenhageni 1:160 
  Patoc 1:10 
  Pyrogenes 1:40 
  Shermani 1:10 
  Whitcombi 1:10 

C59
Dp 

Detectado Não detectado Icterohemorrhagiae 1:10 
  Pomona 1:10 
  Pyrogenes 1:20 

C12
 Ap 

  Canicola 1:20 
  Castellonis 1:10 

Detectado Não detectado Copenhageni 1:40 
  Patoc 1:10 
  Pyrogenes 1:160 

C49
Dp, C51

Dp, 
C60

Dp e C78
Dp Detectado Não detectado Não reativo --- 

C66
Dp Não detectado Detectado 

Autumnalis 
Copenhageni 
Icterohemorrhagiae 
Hebdomadis 
Patoc 
Pyrogenes 
Sentot 
Shermani 

1:10 
1:80 
1:20 
1:10 
1:10 
1:10 
1:10 
1:10 

C32
Ap e C67

Dp Não detectado Detectado Não reativo ----- 
6Ap 

11Dp   Não detectado Não detectado Não reativo ----- 

9Ap  
29Dp Não detectado Não detectado Reativo ----- 

Cnº= identificação individual do P. geoffroanus; Ap= P. geoffroanus capturado antes da 
poluição ambiental; Dp= P. geoffroanus capturado depois da poluição ambiental.   

 


