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"Depois de algum tempo, vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca,
entre dar a mdo e acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar
ndo significa apoiar-se, e que companhia nem sempre significa
seguranca. E comeca a aprender que beijjos ndo sao contratos e
presentes ndo sao promessas. E comega a aceitar suas derrotas com
a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um adulto e nao
com a tristeza de uma crianga.

E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o
terreno do amanhé& é incerto demais para os planos, e o futuro tem o
costume de cair em meio ao vdo. Depois de um tempo vocé aprende
gue o sol queima se ficar exposto por muito tempo. E aprende que
ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente nao se importam... E aceita que ndo importa quao boa
seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em quando e vocé precisa
perdoa-la, por isso. Aprende que falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre que se levam anos para se construir confianca e apenas
segundos para destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um
instante das quais se arrependera pelo resto da vida. Aprende que
verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas
distancias. E o que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem
vocé tem na vida. E que bons amigos sdo a familia que nos
permitiram escolher. Aprende que ndo temos que mudar de amigos
se compreendermos que os amigos mudam, percebe que seu melhor
amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e terem bons
momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida
sdo tomadas de vocé muito depressa, por isso sempre devemos
deixar as pessoas que amamos com palavras amorosas, pode ser a
ultima vez que as vejamos. Aprende que as circunstancias e os
ambientes tem influéncia sobre nds, mas nds somos responsaveis por
nds mesmos. Comega a aprender que ndo se deve comparar com o0s
outros, mas com o melhor que pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer
ser, e que o tempo é curto. Aprende que ndo importa onde ja chegou,
mas onde esta indo, mas se vocé nado sabe para onde esta indo,
qualquer lugar serve. Aprende que, ou vocé controla seus atos ou
eles o controlardo, e que ser flexivel ndo significa ser fraco ou ndo ter
personalidade, pois ndo importa qudo delicada e fragil seja uma
situacao, sempre existem dois lados.

Aprende que herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessario
fazer, enfrentando as consequéncias. Aprende que paciéncia requer
muita pratica. Descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera
que o chute gquando vocé cai é uma das poucas que o ajudam a
levantar-se.
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Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia
que se teve e o que vocé aprendeu com elas do que com quantos
aniversarios vocé celebrou. Aprende que ha mais dos seus pais em
vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca se deve dizer a uma
crianca que sonhos sao bobagens, poucas coisas sao tdo humilhantes
e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.

Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva,
mas isso ndo te da o direito de ser cruel. Descobre que sé porque
alguém ndo o ama do jeito que vocé quer que ame, nao significa que
esse alguém ndo o ama, contudo o que pode, pois existem pessoas
que nos amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou
viver isso.

Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém,
algumas vezes vocé tem que aprender a perdoar-se a si mesmo.
Aprende que com a mesma severidade com que julga, vocé sera em
algum momento condenado. Aprende que nao importa em quantos
pedacos seu coracao foi partido, o mundo ndo para para que vocé o
conserte. Aprende que o tempo nao é algo que possa voltar para tras.

Portanto... Plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar
que alguém lhe traga flores. E vocé aprende que realmente pode
suportar... Que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe
depois de pensar que nao se pode mais. E que realmente a vida tem
valor e que vocé tem valor diante da vida!"

William Shakespeare
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RESUMO
Os zoolbgicos oferecem oportunidades impares para o estudo de animais

selvagens em situagdes controladas podendo-se identificar novos agentes e/ou
reservatérios, além da importancia para estudos epidemiolégicos que
contribuam para o entendimento do papel destes animais na transmissao de
enfermidades infecto-contagiosas emergentes ou re-emergentes. A
leptospirose é considerada a zoonose de maior distribuicdo mundial. E causada
por bactérias do género Leptospira, divididas em sorogrupos e sorovares
patogénicos e nao patogénicos. Assim, o presente estudo visa conhecer a
epidemiologia da leptospirose nos mamiferos mantidos no Parque Zooldgico
Municipal “Quinzinho de Barros”, localizado no municipio de Sorocaba, SP.
Foram analisadas 229 amostras de soro pela técnica de soroaglutinacdo
microscopica (SAM), 35 amostras de sangue total, cinco amostras de urina e
amostras de tecidos de quatro animais que morreram durante o periodo de
estudo, pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A soroprevaléncia
encontrada foi de 5,69% (13/229), considerada baixa. As amostras provieram
de um bugio preto (Alouatta caraya), dois macacos aranha da testa branca
(Ateles marginatus), dois cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), um lobo guara
(Chrysocyon brachyurus), um macaco barrigudo (Lagothrix lagothrica), dois
quatis (Nasua nasua) e uma anta (Tapirus terrestris). Nenhuma amostra no
estudo molecular visando a pesquisa do DNA do agente foi positiva. Os
resultados encontrados sugerem que ha a circulagdo do agente no parque,
mas pela baixa soroprevaléncia encontrada pode-se considera-la normal, pois
no ambiente de cativeiro diversas espécies selvagens de diferentes habitat sdo
mantidas préximas, favorecendo a exposi¢ao a agentes infecciosos.
Palavras-chave: animais selvagens, cativeiro, leptospirose, SAM, zoonose.
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ABSTRACT

Zoological parks offer impair opportunities to the study of wild animals in
controlled situations allowing the identification of new agents and/or reservoirs
besides the importance to epidemiological studies that contribute to the
understanding of these animals role to the emergent and re-emergent infectious
disease transmission. Leptospirosis is considered the most widespread
zoonosis and is caused by bacterium from Leptospira gender, divided into
serogroups and pathogenic and nonpathogenic serovars. The present study
aims to know the epidemiology of leptospirosis in mammals kept at the
“Quinzinho de Barros” Municipal Zoo Park, Sorocaba, SP. 229 serum samples
were analyzed by microscopic agglutination test (MAT), 35 whole blood
samples, five urine samples and tissue samples from four animals that died at
the park during the studied period were analyzed by polymerase chain reaction
(PCR). Seroprevalence found was 5.69% (13/229), considered low. Samples
were from one black howler monkey (Alouatta caraya), two white faced spider
monkey (Ateles marginatus), two crab-eating fox (Cerdocyon thous), one
maned wolf (Chrysocyon brachyurus), one Woolly monkey (Lagothrix
lagothrica), two coatis (Nasua nasua), one jaguarondi (Puma yagouarondi) and
one tapir (Tapirus terrestris). None sample in molecular analysis looking for
agent DNA was positive. Found results suggest that there is leptospires
circulation at the park, but due to the low seroprevalence it can be considered
normal, because in captive environment many wild species from different

habitat are kept close favoring the exposition to infectious agents.

Key words: wild animals, captive, leptospirosis, MAT, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

As colecbes de animais selvagens em cativeiro tiveram sua origem na
antiguidade para o lazer de governantes. Com o passar do tempo, houve a
evolucao dos parques zooldgicos, concomitante com o crescimento das
cidades. Atualmente, os esforcos sdo voltados para a maior insercao dos
zoolégicos no contexto social. Especialistas tem se reunido para deliberar
estratégias de conservacao e monitoramento médico veterinario (THE WORLD
ZOO ORGANIZATION AND THE CAPTIVE BREEDING SPECIALIST GROUP,
1993).

No Brasil ha 127 parques zool6gicos, dos quais 32 estao localizados no
estado de Sao Paulo. Além do papel conservacionista, eles assumem
importancia quanto ao conhecimento dos animais selvagens nativos ou
exéticos e outro aspecto relevante é a educacdo ambiental para a populacao
visitante.

Aproximadamente 75% das doengas infecciosas emergentes em
humanos sao zoonoses (AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION,
2008). A leptospirose é considerada a zoonose de maior distribuicdo mundial
(ADLER e MOCTEZUMA, 2010), destacando-se entre as enfermidades
consideradas emergentes e re-emergentes (BHARADWAJ, 2004).

O ambiente de cativeiro permite o aprimoramento de técnicas
diagnésticas, além da importante fonte de informacdées que este ambiente
representa tanto pela diversidade em espécies quanto pela menor dificuldade
no manejo quando comparado a estudos a campo. O estudo de doencas
infecciosas, especialmente as de carater zoonoético, deve ser realizado
objetivando-se conhecer a epidemiologia destas doencas no ambiente de
criacdo dos animais, permitindo o estabelecimento de estratégias de controle.

Desta forma, o presente experimento objetivou primeiramente conhecer
a situacdo da leptospirose no Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de
Barros”, Sorocaba-SP, e secundariamente as possiveis fontes de infeccdo para
0s animais cativos, pela pesquisa do agente em animais sinantropicos, como
possiveis reservatorios para a infeccao; além da avaliacdo dos fatores de risco
relacionados a leptospirose nos animais selvagens cativos do parque, bem



como a infeccao em trabalhadores do zoolégico que mantém contato mais

diretamente com os animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

No passado, acreditava-se que a leptospirose fosse causada por uma
entidade ou espirito. A febre era associada com a estagao do ano, a ocupacao
e a duracao da doencga, ou com a regidao. Uma vez identificado o seu agente
etiolégico e os reservatérios, no periodo entre 1920 e 1960, a associacao da
doenca com as condicdes ambientais foi esclarecida, e estabeleceu-se como
um fator de risco, as atividades laboriais em ambientes insalubres, além do
risco intrinseco ocupacional, evidentemente relacionado as fungdes exercidas
pelos trabalhadores, e o ambiente de trabalho (FAINE et al., 1999).

A leptospirose foi identificada pelo patologista alemao Adolf Weil em
1886, e em sua homenagem, a doenca humana recebeu seu nome, ou seja,
Sindrome de Weil, que é uma doenca infecciosa acompanhada por
esplenomegalia, ictericia e nefrite, causada pelo sorovar Icterohaemorrhagiae
ou Copenhageni da Leptospira interrogans (FAINE et al., 1999).

No século XIV eram observadas epidemias de ictericia e apesar de nao
se conhecer a causa especifica, era feita a relacdo com tropas, banhistas,
agua, esgoto, ratos e os aspectos ocupacionais e estagdes do ano com surtos
da doenca de Weil. A primeira demonstracdo do agente na doenca de Weil
ocorreu somente em 1907. Desde entao, varias leptospiras foram identificadas
como causa de diferentes sindromes e tipos, tanto no homem, como nos
animais domésticos e selvagens (FAINE et al., 1999).

A demonstracao inicial de um espiroquetideo na doenca de Weil foi um
erro, que ao longo da histéria tornou-se uma curiosidade, pois em 1907,
utilizando a técnica de Levaditi, para a coloracdo de espiroquetas em tecidos,
Stimson visualizou micro-organismos em um paciente, acreditando tratar-se de
febre amarela. Os rins continham agentes de forma espiral com final com ponto
de interrogagcdo ou gancho, denominado de “Spirochoeta interrogans”. O
material preparado por Stimson foi fotografado e reproduzido por Noguchi em
1928, e atribuiu-se a morte do referido paciente a doenca de Weil ou que
estivesse na fase convalescente da doenca, quando contraiu febre amarela, e
morreu (FAINE et al., 1999).



Outra observacao importante de Stimson foi a primeira descricao das
leptospiras nos tdbulos renais, mas ndao em outros locais como vasos
sanguineos ou glomérulo o que ele denominou de estagio de “eliminacao”
(shedder) da infeccao (FAINE et al., 1999).

Pesquisadores japoneses descobriram o papel dos ratos como
reservatorios da leptospirose. Esta importante observacdo abriu o caminho
para o entendimento dos aspectos epidemiolégicos referentes a transmissao
por animais carreadores, bem como para o controle, e para pesquisas futuras
em outros animais potenciais reservatérios. Somente apds varios anos outros
animais domésticos e selvagens foram reconhecidos como fontes de infeccao e
as implicacdes da disseminacao da leptospirose foram entendidas (FAINE et
al., 1999).

A primeira publicacdo sistematica sobre a morfologia das leptospiras foi
atribuida a Noguchi, apés 1928 em uma série de publicacbes, descrevendo a
fina estrutura das leptospiras, € comparando-as microscopica e
sorologicamente com outras espiroquetas. A confusao entre a febre amarela e
a doenca de Weil foi reforcada quando Noguchi encontrou leptospiras em
material hepatico de um paciente cujo diagnéstico foi de febre amarela no
Equador. O agente foi denominado Spirochaeta icterdides e Noguchi acreditou
tratar-se do agente da febre amarela, mas este lembrava a espiroqueta da
doenca de Weil. Com a evolucao das pesquisas, chegou-se a acreditar que o
agente que causava as duas enfermidades era idéntico (FAINE et al., 1999).

O erro de Noguchi foi ter usado material proveniente de outros
pesquisadores. Pacientes com hemorragia e ictericia com leptospirose severa
sao frequentemente confundidos com aqueles que apresentam febre amarela.
As duas doengas ocorrem nas mesmas populagcées e no mesmo ambiente
geografico. A doenca de Weil e a febre amarela eram facilmente confundidas
porque as diferencas clinicas ndo eram tdo Obvias, e ndo havia ainda testes
laboratoriais especificos para ambas. O virus da febre amarela e a histéria
natural da doenca s6 foram descobertos em 1929 (FAINE et al., 1999). Este
fato retrata a importancia dos estudos epidemiolégicos em relacao as
enfermidades infecto-contagiosas, ressaltando a escassez de recursos
tecnoldgicos para a pesquisa na época. Hoje, diversas técnicas podem ser

utilizadas na identificacdo dos agentes infecciosos, mas as ferramentas



moleculares estdo modificando o que se conhecia sobre as leptospiras, além
das técnicas sorolégicas que caracterizam o sorovar envolvido, podendo-se
identificar o provavel reservatorio.

Em meados da década de 20, boa parte do atual conhecimento sobre
leptospirose e leptospiras foi apresentada, incluindo: leptospirose anictérica,
aglutinacao e lise, imunizacao ativa, estado de portador nos animais, infeccao
em caes e a diferenciacdo sorolégica dos tipos de leptospiras, todas descritas
nos primeiros sete anos. Gradualmente, surgiram as descricoes do fenémeno
de adesao, a distingdo clara de Leptospira icterohaemorrhagiae da Leptospira
canicola, do reconhecimento de outras leptospiras, e de sua associagcao com
as diferentes formas de manifestacdo da doenca, e sua distribuicdo mundial
(FAINE et al., 1999).

2.2. Aspectos gerais da leptospirose

A leptospirose é considerada uma zoonose de ampla distribuicao
mundial, presente em todos os continentes, exceto a Antartida (ADLER e
MOCTEZUMA, 2010), destacando-se entre as enfermidades consideradas
emergentes e re-emergentes (BHARADWAJ, 2004), com mais de 500 mil
casos de leptospirose severa sao reportados anualmente no mundo (BOURHY
et al., 2010).

No Brasil, a leptospirose € endémica (SVS, 2010) e considerada o maior
problema de saude publica (TASSINARI et al., 2008), tendo sido notificados
37.035 casos da enfermidade no periodo entre 1999 a 2009 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). A taxa de mortalidade da doenca de Weil (forma grave) e da
sindrome hemorragica pulmonar severa é de >10% e 74%, respectivamente
(McBRIDE et al., 2005; GOUVEIA et al., 2008). Alguns estudos sugerem que a
leptospirose pode representar entre 20-40% das doencas febris de origem
desconhecida (ABELA-RIDDER et al., 2010). Esta prevaléncia € 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 doenga, nao procurando
assisténcia médica (BOURHY et al., 2010).



Em um mundo globalizado, onde as fronteiras s&o continuamente
cruzadas devido a atividades de turismo internacional, as doencas tropicais,
como a leptospirose, tem emergido como significante causa de morbidade e
mortalidade. Para uma doenca, em que ainda muito precisa ser aprendido,
deve-se atentar para a epidemiologia e padrées de incidéncia global que
podem reforcar praticas de prevencao. Isto é especialmente importante, pois
surtos de leptospirose tem ocorrido em populacdes jovens saudaveis, incluindo
atletas e militares, e a sua urbanizacdo € uma preocupagado crescente
(PAPPAS et al., 2008).

A leptospirose € tradicionalmente relacionada com as condigdes
socioeconOmicas e climaticas, que geralmente ocorrem em paises em
desenvolvimento, sendo esporadicamente relatada em paises desenvolvidos,
frequentemente como casos importados ligados a viagens internacionais
(PAPPAS et al., 2008).

Atualmente, surtos de leptospirose foram associados ao turismo
(BOURHY et al., 2010) e atividades recreacionais em ambiente silvestre. Desta
forma, verifica-se a importancia de estudos relacionados ao papel de espécies
de animais selvagens como reservatorios tanto no ambiente silvestre como em
cativeiro.

As influéncias como o carater ocupacional, residéncia (ambiente rural e
urbano — favelas) e incidéncia sazonal de chuva sao reflexos do fator
geogréfico, climatico, social e cultural, que sdo os determinantes basicos da
leptospirose. O surto de leptospirose ocorre pela interacao entre os trés elos da
cadeia epidemiologica: a leptospira, o reservatério e o hospedeiro susceptivel
(FAINE et al., 1999). Destaca-se, entretanto, o papel do meio ambiente que
favorece a manutencdo do agente, e a relevancia da geografia médica para
poder se entender melhor os aspectos epidemiolégicos da leptospirose tanto
nos animais como no homem.

As condicdes que favorecem a propagacgao da leptospirose no ambiente
dependem dos fatores climaticos (SENIOR, 2008). As alteragcdes climaticas nao
somente levam as calamidades naturais, mas também podem ter impacto na
emergéncia de doengas como a leptospirose. Em particular, a alta pluviosidade
e enchentes em algumas regides frequentemente levam a epidemias graves

(ADELA-RIDDER et al., 2010). As condi¢des sanitarias precarias e o sistema



de drenagem de agua da chuva inadequado, juntamente com o acumulo de
lixo, favorecem o contato humano com excreg¢des dos reservatérios (DIAS et
al., 2007), assim como o contato de animais selvagens mantidos em cativeiro,
com excregdes de reservatorios.

Devido a sua ocorréncia mundial, a leptospirose tem impacto significante
em populagdes vulneraveis. As favelas, ambientes com saneamento
inadequado, sao locais de alto risco. O ciclo de transmissdo da enfermidade é
mantido frequentemente porque as pessoas sao continuamente expostas, e as
medidas de controle e vigilancia sdo escassas ou inexistentes (ABELA-
RIDDER et al., 2010).

Ressalta-se, portanto, a epidemiologia dinamica da leptospirose, que
ocorre em situagcdes diversas tanto no ambiente urbano e rural, no caso do
homem e animais domésticos, como no ambiente de cativeiro e silvestre, no
caso dos animais selvagens.

Novos grupos de risco podem ser formados como resultados de
alteracbes nas praticas agricola e social ou na populagdo de animais
reservatérios na area (SWAPNA et al.,, 2006). Devem ser incentivados os
estudos voltados a ocorréncia da leptospirose, seja pela manutencdo no
ambiente e em animais selvagens, seja pela exposicdo de hospedeiros

susceptiveis, incluindo o homem e os animais domésticos e selvagens.

2.3. Epidemiologia

A leptospirose ocorre mundialmente onde quer que exista o risco de
exposi¢cao direta ou indireta com a urina ou tecidos de animais infectados ou
seus produtos (FAINE et al., 1999). O ponto central da epidemiologia desta
enfermidade é o estado de portador renal, pois os reservatorios tem seus
tubulos renais colonizados por leptospiras, que sdo excretadas pela urina,
contaminando o ambiente (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Praticamente todos
os mamiferos, incluindo os aquaticos e marsupiais, tem sido caracterizados
como reservatério de leptospiras. A transmissdo ocorre principalmente em
condigcdes ambientais com umidade e nao pela ingestdao de alimentos ou pela
inalacdo de particulas. As fontes de infeccdo da leptospirose em climas
temperados sado principalmente os roedores e caes, e a infeccdo esta
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relacionada as atividades de lazer e viagens. Habitantes da area rural estao
sempre sob maior risco, especialmente em condicdes de clima tropical onde
estio em contato préximo com roedores domésticos ou silvestres
potencialmente infectados, e animais domésticos em clima quente e Umido. Em
locais de clima temperado os principais transmissores sao suinos, bovinos e
caes (FAINE et al., 1999).

Enquanto algumas exposicdes ocupacionais continuam a existir,
situacbes relacionadas a viagens e atividades recreacionais (ecoturismo) e
esportivas realizadas na agua (natacdo, canoagem, rafting, canoagem e
pescaria) tem emergido como importantes na transmissdo da leptospirose
(JANSEN et al., 2005). Estas atividades favorecem a exposicdo ao agente
provavelmente devido a presenca de reservatdrios selvagens no ambiente
silvestre.

Os animais selvagens sao relevantes na epidemiologia da leptospirose,
pois algumas espécies, principalmente pequenos mamiferos, atuam como
reservatérios de diversos sorovares (MILLAN et al., 2009). Diversas técnicas
podem ser empregadas no diagnostico da leptospirose em animais selvagens,
porém para se determinar se o animal sororreagente é de fato reservatério de
leptospiras patogénicas, estudos moleculares e isolamento devem ser
realizados.

A intensidade da chuva, a ocorréncia de enchentes e desastres naturais
podem influenciar na densidade da populagdo murina de diferentes formas. Os
roedores e outros animais sinantropicos podem proliferar devido a presenca de
lixo, a deficiéncia no saneamento basico, como esgoto a céu aberto, presenca
de mato, que podem aumentar a disponibilidade de alimento. Por outro lado, as
enchentes podem destruir o habitat destes animais, reduzindo sua quantidade,
mas também podem aumentar o contato entre os animais e o homem, pelo fato
dos animais serem levados de seu habitat, e as pessoas se deslocarem de
suas casas (LAU et al.,, 2010). Deve-se considerar ainda a contaminacao
ambiental pelo carreamento de leptospiras presentes no ambiente para dentro
dos domicilios.
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2.3.1 Leptospira spp.

As leptospiras sdo micro-organismos finos, delgados e helicoidais sob
microscopia de campo escuro, considerado o método padrdao para sua
visualizagdo. Variam entre 10 a 20 um de comprimento e 0,1um de diametro,
frequentemente com estrutura como uma interrogacdo em uma das
extremidades (FAINE et al., 1999).

Sao aerobias obrigatérias com temperatura 6tima de crescimento de 28-
30°C. Crescem em meio simples enriquecido com as vitaminas B1 e B12,
acidos graxos de cadeia longa e sais de amoénia. O seu crescimento em meio
contendo soro ou albumina em meios livres de proteina sintética tem sido
reportados. Diversos meios liquidos enriquecidos com soro de coelho foram
descritos no passado, mas atualmente o meio liquido mais utilizado é o EMJH,
baseado em &cido oléico, albumina bovina sérica e polissorbato (Tween).
Algumas cepas requerem a adicdo de piruvato ou soro de coelho para o
isolamento inicial. O crescimento de contaminantes provenientes de amostras
clinicas pode ser inibido pela adicdo de 5-fluorouracil, gentamicina, acido
nalidixico ou rifampicina (FAINE et al., 1999).

O seu crescimento é frequentemente lento no isolamento primario, e as
culturas devem ser mantidas por aproximadamente 13 semanas. Em meios
semi-sélidos, o crescimento alcanca a densidade maxima em uma zona
discreta abaixo da superficie do meio, que se torna turbida conforme o
processo de incubacado. Este crescimento é relacionado a tensdo de oxigénio
6tima, e conhecida como anel ou zona de Dinger. As culturas de leptospiras
sdao mantidas por repetidas sub-culturas ou pela estocagem em meios semi-
sélidos contendo hemoglobina. A estocagem por longos periodos em nitrogénio
liquido também traz bons resultados e é o método de escolha para a
estocagem e manutengao da viruléncia (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

A leptospirose é causada por bactérias da ordem Spirochetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira (LEVETT, 2001). 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.
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kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. wielli e L.
wolffi)) e seis sapréfitas (L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L.
vanthielii e L. wolbachii) (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

As diferentes espécies sao classificadas em sorogrupos compostos por
mais de 200 sorovares patogénicos e 60 nao patogénicos, baseando-se em
caracteristicas antigénicas (KO et al., 2009) pela expressdo de epitopos
expostos na superficie em um mosaico de antigenos LPS, enquanto a
especificidade dos epitopos depende da composicdo e orientacdo de seus
acucares (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). A sorotipagem tem sido
reconhecida como uma ferramenta essencial em investigacbes clinicas e
epidemiolégicas, e pode indicar o reservatdrio envolvido na transmissao da
doenca (KO et al., 2009).

Com as tecnologias biomoleculares disponiveis atualmente é possivel a
identificacao da espécie de leptospira (patogénica ou saprofita), porém apenas
pelas técnicas sorolégicas como a soroaglutinagdo microscépica é possivel a
identificacdo do sorovar responsavel pela infeccao.

Possuem uma estrutura da membrana dupla tipica, na qual a membrana
citoplasmatica e o peptideoglicano da parede celular estdo intimamente
associados e sobrepostos pela membrana externa. Na membrana externa, o
lipopolissacarideo (LPS) é o seu principal antigeno, imunologicamente similar
ao LPS das bactérias Gram negativas, e relativamente nao toxico para células
e animais. Juntamente com o LPS, proteinas estruturais e funcionais formam
parte da membrana externa (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Grande
proporcao de tais proteinas sao lipoproteinas com relativa abundancia na
superficie celular em concentragdes diferentes: LipL32 > LipL21 > LipL41
(CULLEN et al., 2005). As proteinas integrais de membrana como a OmpL1 e a
secretina GspD também se localizam na sua membrana externa e sao
antigénicas (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

O gene IlipL32 codifica uma lipoproteina da membrana externa que €
considerada um fator de viruléncia presente nas leptospiras patogénicas
(LipL32). Desta forma, foi desenvolvida uma técnica de PCR em tempo real
utilizando primers especificos para este gene na tentativa de se diferenciar por
esta técnica as leptospiras patogénicas e nao patogénicas (STODDARD et al.,
2009).
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2.3.2 Hospedeiros

Quase todos os mamiferos jovens parecem ser susceptiveis a
leptospirose, seja antes ou apds 0 nascimento, demonstrando que ndo estao
protegidos pela imunidade passiva transferida pela placenta ou colostro. A
infeccao pode ser evidente e grave, ou subclinica, mas em ambas as formas
podem resultar em estado de portador renal, 0 que ndo pode ser estabelecido
sem a infecgdo sistémica prévia (FAINE et al., 1999).

Nao se sabe se a associacdo geral e a sobreposicdo das espécies
hospedeiras e do sorovar de Leptospira spp. € baseada nos fatores biol6gicos
e imunoldgicos ou nas relagdes ecolégicas ou numa combinacao de fatores. O
entendimento desta associacdo pode auxiliar para o conhecimento das fontes
de leptospirose epidémica ou endémica. De outro lado, praticamente nao se
conhece sobre a aparente completa resisténcia de algumas espécies animais a
infeccao por alguns, ou pela maioria, dos sorovares de leptospiras, nem sobre
a maior resisténcia em animais adultos, exceto que a taxa de desenvolvimento
do sistema imunol6gico também exerce influéncia (FAINE et al., 1999).

O estado de portador renal € relevante na persisténcia e epidemiologia
da leptospirose. O agente coloniza a superficie livre das células epiteliais dos
tubulos proximais renais e podem persistir por periodos de semanas a anos, e
frequentemente durante toda a vida do animal em algumas associacdes
sorovar-hospedeiro. A excrecao na urina pode ser intermitente ou continua. As
leptospiras ndo sobrevivem em urina &cida, mas permanecem viaveis em urina
alcalina. Consequentemente, herbivoros e animais que produzem urina
alacalina sao relativamente mais importantes como disseminadores
comparados aqueles com urina acida (FAINE et al., 1999). Diferentes espécies
de animais domésticos e selvagens se infectam, tornando-se portadores renais
e potenciais disseminadores do agente no ambiente, pela urina (SHARMA et
al., 2003). Evidéncias do estado de portador renal tem sido demonstrada em
muitos mamiferos pesquisados (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

Embora alguns sorovares de leptospiras estejam associados a um
determinado reservatério, todos os animais sdo susceptiveis a infeccao por

qualquer variante soroldgica (BHARTI et al., 2003). Espécies selvagens sao
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susceptiveis a infecgao por grande variedade de sorovares (FAINE et al., 1999;
ULLMANN et al., 2007; SILVA et al., 2008; ZETUN et al., 2009; LANGONI et
al., 2009; FORNAZARI et al., 2010).

2.3.4 Transmissao

A leptospirose pode ser transmitida diretamente pelo contato com
sangue ou urina de animais infectados ou indiretamente pelo contato com agua
contaminada com urina de animais portadores (BHARTI et al., 2003). A doenga
nao é transmitida pela ingestao de alimento ou pela inalacdo de particulas no
ar (FAINE et al., 1999).

Indiretamente, a infeccdo pode ocorrer pelo contato com solo ou lama
contaminada em ambiente Umido, ou pelo contato direto com urina, carcacas
frescas ou érgdos contaminados. A infecgdo homem-homem tem sido relatada
como extremamente rara e insignificante, pois o0s pacientes humanos
convalescentes geralmente ndo eliminam o agente por longos periodos, e
medidas de higiene basica previnem a infeccao proveniente de sangue ou urina
de pessoa infectada. Infecgbes subsequentes pelo mesmo sorovar séo raras,
mas podem ocorrer, por outros sorovares nas pessoas que se recuperaram de

doenca pregressa (FAINE et al., 1999).

2.3.5 Patogenia

O entendimento dos mecanismos de viruléncia, patogenia e imunidade é
essencial para a compreensdo dos aspectos clinicos, epidemiolégicos e
preventivos da leptospirose. O mecanismo da doenca, em geral, € similar em
todos os animais, independentemente da espécie ou do sorovar infectante.
Entretanto, ha diferencas inexplicadas com relacdo a especificidade dos
sorovares. Alguns animais, como os ratos, que sao carreadores cronicos dos
sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni parecem nao ser susceptiveis a
infeccdo aguda por estes, € ndo susceptiveis a outros sorovares como Pomona
e Hardjo. Outros animais como hamsters, porco da india e gerbils respondem a

infeccao experimental frente a varios sorovares (FAINE et al., 1999).
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Na natureza, os animais sdo constantemente expostos a uma variedade
de sorovares de leptospiras, desenvolvendo infeccbes subclinicas e baixos
niveis de anticorpos, que tem seu papel na imunidade pouco entendido. Ha
ainda uma forte relacdo, de origem imunolégica, entre a idade e a
susceptibilidade a infeccdo (FAINE et al., 1999).

A porta de entrada sdo pequenos cortes ou abrasdes, da pele com
disseminacdo via corrente sanguinea ou linfatica. Pode penetrar pela
conjuntiva, trato genital em alguns animais, mucosa nasofaringea, ou via
transplacentaria, ou pela pele integra umida, em contato com agua por longo
periodo de tempo. Quase imediatamente apds a entrada, o agente alcanca a
corrente sanguinea, circulando para todos os 6rgaos, caracterizando a fase de
leptospiremia que se estende ao redor de sete dias (FAINE et al., 1999; ADLER
e MOCTEZUMA, 2010).

O tempo para o desenvolvimento das lesées depende do in6culo, e
numero de micro-organismos virulentos, da taxa de multiplicacdo no
hospedeiro, toxicidade e do desenvolvimento de imunidade. Pequenas doses
de indéculo resultam em maior periodo de incubagcado, que pode se estender a
fase de resposta imune, produzindo infecgdes subclinicas ou leves,
clinicamente quase insignificantes. Por outro lado, inéculos maiores podem
matar pela toxicicidade, em até 48 horas, e as doses baixas podem nao levar a
morte pelo desenvolvimento de imunidade antes dos niveis de toxicidade
serem alcangados, 0 que ocorre em aproximadamente 8-10 dias. Animais
jovens e imunologicamente imaturos podem se tornar imunocompetentes
durante este periodo (FAINE et al., 1999).

Nos animais que ndao morrem na leptospirose aguda, as leptospiras
persistem em pequeno numero em alguns tecidos que sao locais
imunologicamente privilegiados, seguida do clearence na circulagéo sanguinea.
Estes tecidos incluem, além dos tubulos renais, o cérebro, a cAmara anterior do
olho e o trato genital dos suinos, ovinos e provavelmente de outros animais. No
rim, a multiplicagdo € continua, exponencialmente atingindo pico entre 21-28
dias pos infeccado. No tubulo renal, elas migram para o espaco intersticial e sédo
excretadas pela urina, revestidas por anticorpos originados do extravasamento
provocado pelos danos nos tdbulos renais durante e logo apés a infeccao
(FAINE et al., 1999).
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Posteriormente, os anticorpos passam do glomérulo para os tubulos,
onde se concentram. Nos portadores renais sao revestidas com
lipopolissacarideos ou proteinas oriundas do hospedeiro, impedindo a
aglutinagdo por anticorpos séricos aglutinantes. Esta caracteristica € perdida
apos a sua passagem em meios de cultura. Os fetos de mamiferos parecem
agir da mesma forma que os animais adultos, e se sobrevivem a infeccao,
podem se tornar carreadores congénitos (FAINE et al., 1999).

Qualquer tipo de fagécito fagocita leptospiras opsonizadas. As
leptospiras patogénicas requerem a adigao de imunoglobulinas especificas, de
qualquer classe, que reagem com o antigeno LPS. A especificidade é
associada ao sorovar e reagfes cruzadas ocorrem com sorovares quase que
exclusivamente do mesmo sorogrupo (FAINE et al., 1999).

Apés a carga bacteriana no sangue e tecidos alcancar nivel critico, e as
lesbes pela acdo de suas toxinas ou componentes celulares tdxicos, se
desenvolvem os sintomas. A primeira lesao ocorre no endotélio dos pequenos
vasos sanguineos levando a isquemia localizada nos 6rgaos, resultando em
necrose tubular renal, lesdo hepatocelular e pulmonar, meningite, miosite e
placentite. Hemorragias ocorrem nos casos severos assim como ictericia, e
frequentemente, diminuicdo plaquetaria. Ha geralmente granulocitose leve e
esplenomegalia (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

Os mecanismos pelos quais as leptospiras causam lesdes nos tecidos
do hospedeiro e doenga, ndo sdao bem definidos. Em particular, as bases
moleculares para a viruléncia permanecem desconhecidas, devido
principalmente a auséncia, até recentemente, de ferramentas genéticas para a
manipulagao do agente (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

2.3.6 Controle e profilaxia da leptospirose no ambiente de cativeiro

Animais selvagens no ambiente urbano se mantém em alta densidade e
agem como reservatorio de varios agentes infecciosos. Devido ao fato da
maioria dos parques zooldgicos se localizarem no ambiente urbano, existe a
possibilidade de disseminacdo de agentes infecciosos por animais selvagens
de vida livre para os animais cativos (JUNGE et al., 2007).
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A maior parte dos zooldgicos possui recintos abertos para muitas das
espécies mantidas em cativeiro, resultando na exposicdo dos animais a
roedores e gambas, entre outros animais (FAINE et al., 1999).

Nao existem dados na literatura sobre a prevencao da leptospirose no
ambiente em cativeiro. Além da exposicdo a diferentes sorovares de
leptospiras, devido a co-habitacdo de espécies de diferentes locais, ocorre a
exposi¢ao dos animais a animais sinantropicos, como roedores e marsupiais,
que encontram abrigo, agua e alimento. Portanto, medidas para o controle dos
animais sinantrépicos sao importantes na prevencao da leptospirose no
ambiente de cativeiro.

Pode ser realizada a captura de roedores e também a utilizacdo de
venenos, para o combate nos casos de alta infestagdo. Ainda, pode-se, apos a
captura, os animais podem ser testados sorologicamente, soltando os
negativos, ou submeté-los a eutanasia para pesquisa do estado de portador
renal.

Medidas relacionadas ao carater ocupacional da leptospirose devem
também ser implantadas, como a utilizacdo de equipamentos de protecao
individual como luvas e botas de borracha para a limpeza geral do parque ou
para a limpeza de lagos existentes em alguns recintos, que podem servir de
foco de contaminacao para a infecgdo, e nos casos de acidentes envolvendo
0s animais sinantrdpicos deve haver notificacdo para que medidas cabiveis
sejam tomadas, e também se deve procurar assisténcia médica.

A confirmacéao laboratorial do diagnéstico da leptospirose é de grande
importancia, pois pode indicar a espécie de reservatorio a partir da sorologia,
de acordo com o sorovar reagente. Podem ser identificados portadores renais e
reservatorios, contribuindo para o controle da leptospirose no ambiente.

Apés a identificacdo do animal portador, este deve ser segregado do
grupo que habita 0 mesmo recinto, para evitar a disseminacdo para outros
espécimes, e dependendo do animal, proceder ao tratamento com
antimicrobianos que atuem tanto na fase de leptospiremia como leptospiruria.
Nao ha vacinas especificas contra leptospirose para animais selvagens.

A educacao em saude relacionada a leptospirose também é de grande
relevancia, principalmente para os funcionarios que trabalham diretamente com

0s animais e para aqueles da limpeza. Claro que os médicos veterinarios
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responsaveis pelo local e que realizam o diagnéstico clinico nos animais, sao
formadores de opinido e devem estar capacitados para tal atividade.

Devido a enorme variedade de espécies mantidas em zooldgico, dos
diferentes tipos de recintos, da existéncia de mata no ambiente do parque, da
epidemiologia dindmica da leptospirose, das diversas espécies de reservatorios
e também da possibilidade da infeccdo em animais assintomaticos, o controle
da leptospirose no ambiente de cativeiro é uma tarefa ardua, podendo haver
casos de surtos da doenca.

2.4. Leptospirose em animais selvagens

Poucos sdo os estudos relacionados a leptospirose em animais
selvagens, sendo a maior parte deles referentes somente a avaliacao
sorolégica dos animais, ndo sendo possivel a identificacdo de reservatorios,
fato importante para se estabelecer os fatores de risco de infeccdo para os
animais.

Capivaras foram inoculadas com o sorovar Pomona de leptospiras para
se investigar a soroconversao, leptospiremia e o potencial de reservatorio
desses animais. A eliminagcdo do agente na urina foi detectada por métodos
moleculares como a PCR entre 0 9° e 43° dias pés infeccdo. Devido a
intermiténcia da eliminacdo das leptospiras na urina, o periodo de eliminacao
poderia ter sido maior. Desta forma, as capivaras podem servir como fontes de
infeccao para outros animais, bem como para o homem, no ambiente silvestre,
habitat destes roedores (MARVULO et al., 2009).

2.4.1 Animais de vida livre

Rinocerontes brancos (Ceratotherium simum) e pretos (Diceros bicornis)
de vida livre, capturados entre 1987 e 1997 na Republica da Africa do Sul, na
Namibia e no Quénia foram avaliados sorologicamente contra 16 agentes
infecciosos, incluindo Leptospira spp. A prevaléncia variou entre 1,2 a 8,8% nas
diferentes regides e os sorovares encontrados foram Grippotyphosa, Tarassovi,
Bratislava e Copenhageni (FISCHER-TENHAGEN et al., 2000).
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Para se avaliar o potencial de reservatério de leptospiras patogénicas,
mamiferos silvestres foram capturados nas proximidades da cidade de Iquitos,
Peru, e amostras de tecido renal foram submetidas a PCR. Os resultados
mostraram que 29% (40/136) apresentaram evidéncia de infec¢do renal por
este agente, sendo 20% (13/64) roedores, 39% (20/51) marsupiais e 35%
(7/20) morcegos. Os marsupiais e morcegos parecem ser 0s reservatérios mais
importantes para os humanos (BUNNEL et al., 2000). Amostras de soro de 109
mamiferos silvestres peri-domiciliares foram avaliadas, encontrando-se
anticorpos contra os sorovares Icterohaemorrhagiae, Gryppothiphosa e
Canicola. Apenas amostras de soro de gambas foram negativas. Os dados
mostram o potencial dos animais silvestres que se domiciliam, como possiveis
reservatorios de leptospirose para o homem e caes (RICHARDSON e
GAUTHIER, 2003).

Amostras de soro de 17 veados campeiro (Ozotocerus bezoarticus) do
pantanal Matogrossense, Mato Grosso do Sul, e de 24 espécimes do Parque
Nacional das Emas, Goias, foram testadas para a presenca de anticorpos anti-
Leptospira spp. Todos os animais do Parque Nacional das Emas foram
negativos, porém quatro (24%) dos animais capturados no Pantanal
Matogrossense foram positivos para os sorovares Hardjo, Wolffii e Mini. A
leptospirose nao parece ser de grande importancia para o estado sanitario
destes animais, mas parece que eles podem agir como reservatorios em uma
das areas estudadas (MATHIAS et al., 1999). Sabe-se que apenas a sorologia
ndo indica necessariamente que os animais sejam reservatérios da infeccao,
até porque os sorovares encontrados tem como reservatérios principalmente os
bovinos, que compartilham o0 mesmo habitat.

Os tatus sdo usados como alimento principalmente em areas rurais e
pouco se sabe sobre seu potencial como fonte de infec¢ao da leptospirose para
o homem e outros animais. A soroprevaléncia desta zoonose foi estudada em
31 tatus-galinha (Dasypus novemcinctus), trés tatus-peba (Euphractus
sexcinctus), dois tatus-de-cauda mole (Cabassous tatouay) e dois tatus-mulita
(D. hybridus), mostrando-se positividade em 3/31 (9,68%) dos tatus-galinha e
1/3 (33,33%) dos tatus-peba, demonstrando os riscos de transmissao para o
homem, principalmente devido ao habito de ingestdo da carne destes animais
em areas rurais (SILVA et al., 2008).
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Javalis foram identificados como reservatérios da infeccao em diversas
areas do Japao. Atencao especial deve ser dada ao risco de infeccdo para
cacadores, magarefes e caes de caca no Japao (KOIZUMI et al., 2009). Deve-
se levar em consideracdo o risco ocupacional de pessoas que cagcam ou
manuseiam material proveniente de animais silvestres. Sorologicamente,
63/308 (20,54%) dos javalis criados no estado de Sao Paulo foram positivos,
para um ou mais sorovares de leptospiras, 0 que indica que estes animais
mantidos em cativeiro podem representar fonte de infecgdo para o homem e
outros animais (FORNAZARI, 2010).

A presenca de anticorpos para Leptospira spp. foi detectada em
cervideos (Cervus elaphus hispanicus e Dama dama) e em javalis (Sus scrofa)
em Asturias, norte da Espanha (ESPI et al., 2010), em javalis na Alemanha,
com sorologia associada a nefrite intersticial crénica e deteccdo de leptospiras
em tecido renal (JANSEN et al., 2007). O mesmo foi encontrado para cangurus
cinzentos (Macropus giganteus) na Austrélia, sendo que a importancia destes
animais como reservatorios ainda esta em discussao (ROBERTS et al., 2010).

Amostras de 201 carnivoros silvestres e domésticos de areas protegidas
da Andalusia, Espanha, foram testadas para a presenga de anticorpos contra
Leptospira spp. com soroprevaléncia de 23,5% com titulos variados para
diversos sorovares. Resultado similar foi encontrado entre os animais
domésticos e silvestres. Os carnivoros podem ser utilizados como animais
sentinelas para a leptospirose (MILLAN et al., 2009), aspecto importante nas
acOes de vigilancia epidemiolégica.

Amostras de tecido renal e urina de morcegos pterépides (Pteropus
spp.) foram analisadas por técnicas moleculares resultando em 11% (19/173)
amostras renais positivas e 39% (18/46) amostras de urina, revelando que
estes animais eliminam leptospiras no ambiente, na qualidade de reservatoério
(COX et al., 2005). Um caso de leptospirose humana foi descrito tendo como
possivel fonte de infeccdo um morcego (VASHI et al., 2009). Soroprevaléncia
de 7,8% (16/204) foi encontrada em morcegos hematéfagos (Desmodus
rotundus) na regidao de Botucatu, Sdo Paulo, demonstrando a possibilidade
destes animais atuarem como reservatorios da infecgdo (ZETUN et al., 2009).

Em estudo conduzido com 343 morcegos capturados em diferentes

locais da megal6pole Sao Paulo, apenas seis foram positivos na reacdo em
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cadeia da polimerase para leptospiras patogénicas em amostras de tecido
renal, sendo nenhum sororreagente (BESSA et al., 2010).

No Campus Universitario da FCAV, UNESP, Jaboticabal/SP, estudou-se
a prevaléncia da leptospirose em animais domésticos (equinos, suinos, ovinos,
bovinos e caes) e selvagens (gambas e cervideos). As amostras foram
coletadas em trés momentos: outubro de 2007, margo de 2008 e julho de 2008.
Dos 25 gambas analisados, 11 (44%) foram reagentes para os sorovares
Patoc, Autumnalis e Icterohaemorrhagiae. Nao se pode descartar a possivel
transmissao entre os gambas e os animais domésticos. Entre os equinos,
suinos, caprinos, ovinos e bovinos, os sorovares mais encontrados foram Patoc
na primavera, Autumnalis e Patoc no verao e Icterohaemorrhagiae no inverno,
justamente os sorovares encontrados nos marsupiais. Os setores com maior
populacdo de marsupiais correspondem aos locais onde maior nimero de
animais foi positivo, reforcando o papel dos gambas como reservatérios (SILVA
et al., 2010b). Ressalta-se, entretanto, que nao foram incluidos roedores na
pesquisa, que sao sabidamente importantes reservatérios do sorovar
Icterohaemorrhagiae, e que foram estudadas apenas amostras de soro, nao se
podendo afirmar sobre a condi¢ao de reservatério dos gambas analisados.

Sorologia positiva contra diversos sorovares de Leptospira spp. foi
encontrada em diversas espécies selvagens, incluindo: ledo marinho (Zalophus
californianus) de vida livre nos Estados Unidos (ACEVEDO-WHITEHOUSE et
al., 2003; LLOYD-SMYTH et al., 2007), guaxinim (Procyon lotor) de vida livre
nos Estados Unidos (JUNGE et al., 2007; DAVIS et al., 2008; JARDINE et al.,
2010), ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus) de vida livre da Australia
(LOEWENSTEIN, 2008), urso marrom (Ursus arctos) de vida livre da Croéacia
(SLAVICA et al.,, 2010) e queixada (Tayassu pecari) de vida livre do Brasil
(FREITAS et al.,, 2010). Tal fato mostra a ampla distribuicdo da infeccao
leptospirica no ambiente.

No Japao, isolou-se leptospiras de amostras de tecido renal de 2/71
guaxinins em Kanagawa e 1/53 no parque zooldgico de Nagasaki, que foram
identificadas como L. interrogans. Por meio de eletroforese em campo pulsatil e
teste de aglutinacdo com anti-soro especifico de uma cepa proveniente de
Kanagawa, foi identificada como Copenhageni/lcterohaemorrhagiae e uma
cepa de cada regidao foi identificada como o sorovar Hebdomadis.
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Sorologicamente foi encontrada prevaléncia de 12,9% (16/124) em Kanagawa
e de 62,3% (33/53) no parque zooldgico de Nagasaki. Embora nao esteja claro
se 0s animais ja albergavam leptospiras quando importados, ndo ha duvida que
estes animais sdo considerados reservatorios do agente no Japao (KOIZUMI et
al., 2009).

Estudos sobre leptospirose em ledes marinhos na Califérnia estao
disponiveis na literatura. A partir de grande mortalidade em 1970, os ledes
marinhos da costa da Califérnia e Oregon tem sido afetados por surtos de
leptospirose, em intervalos regulares, e a leptospirose tem sido implicada como
causa de nascimento precoce nestes animais. Os estudos avaliaram filhotes
sorolégica e molecularmente (ACEVEDO-WHITWHOUSE et al., 2003). Um
surto ocorrido em 2004 teve os fatores de risco analisados juntamente com o
diagnéstico. Houve associacdo positiva entre idade (0s mais jovens), sexo
(macho), estacao do ano (verdo e outono) e também proximidade com parques
de caes e densidade humana. O numero de casos de leptospirose na regiao
estudada aumentou também em céaes, gado, equinos e no homem apéds
periodos de intensa chuva no verao e no outono (NORMAN et al., 2008).

Apoés este surto de 2004, os animais foram acompanhados até 2007,
como atividade de vigilancia, obtendo-se diversos isolados do sorovar Pomona
e verificando-se que a incidéncia de novos casos de leptospirose entre os ledes
marinhos coincidiu com 0 movimento sazonal dos machos ao longo da costa, o
que facilita a disseminagao do agente em ampla regiao geografica (ZUERNER
et al., 2009). Estes dados concordam com os resultados obtidos por Norman et
al. (2008), que encontram prevaléncia maior em machos, que possuem o
habito de se deslocar entre as ilhas, diferentemente das fémeas, que
permanecem com os filhotes, que sdo considerados mais sensiveis.

Apesar de nao ter sido encontrada associagao positiva entre a chuva
intensa e o surto de leptospirose nesta espécie, deve-se lembrar que a agua
doce desemboca no mar, podendo contaminar, portanto, o habitat dos ledes
marinhos, facilitando a disseminacdo da doenga para estes animais. Os
animais infectados eram frequentemente encontrados perto de estuarios de
agua doce, aumentando a probabilidade de transmissédo da leptospirose para o

homem, animais domésticos e selvagens terrestres. Os ledes marinhos da
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Califérnia infectados podem representar problema de saldde publica
(ZUERNER et al., 2009).

Considerando-se o0s aspectos levantados depreende-se que a
epidemiologia da leptospirose é dinamica e a importancia da relagdo entre os
casos que ocorrem no ambiente terrestre e de agua doce, influenciam a salude
da populacdo marinha. Esta relacdo é de grande importancia para a medicina
da conservacao nao somente para a populacdo de lebes marinhos, mas para
outras espécies que ali habitam.

Estudo sorolégico sobre leptospirose e brucelose foi conduzido com 147
lebes marinhos da Nova Zelandia (Phrocarctos hookeri), fémeas, adultas, de
vida livre, resultando em apenas um animal fracamente positivo contra Brucella
spp. pela técnica de ELISA e apenas um animal soropositivo para Leptospira
spp. sorovar Pomona (ROE et al., 2010), o mesmo sorovar encontrado em
lebes marinhos da Califérnia (ZUERNER et al., 2009). Verificou-se, ainda, que
estas duas zoonoses nao interferem na dindmica populacional desta espécie e
que pela baixa soroprevaléncia encontrada, estes animais nao sao fontes de
infeccao para 0 homem e outros animais desta area (ROE et al., 2010).

Diversas espécies de animais selvagens habitam cada vez mais areas
urbanas, aumentando o contato com o homem e, consequentemente, a
transmissdo de doencas infecciosas para este e outros animais domésticos
como céaes e gatos, e ainda para animais selvagens mantidos em cativeiro em
parques zoologicos. Desta forma, sdo relevantes os estudos de animais
reservatorios tanto em animais sinantropicos como selvagens para se evitar a
ocorréncia de surtos além da contribuir para o controle de diversas

enfermidades.
2.4.2 Animais de cativeiro

Poucos estudos se referem a infecgdo leptospirica em populagoes
cativas, reportando morte em primatas (SHIVE et al., 1969; SA et al., 1999),
guanaco (HODGIN et al., 1984) e lontra gigante (FARIAS et al., 1999) e um
caso de leptospirose em kudu menor (Tragelaphus imberbis australis)
(FOGELBERG e FERRELL, 2010). No Brasil, a presenga de anticorpos contra
Leptospira spp. foi avaliada em diversas espécies de mamiferos selvagens,
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resultando em prevaléncias variadas como 37,7% (26/77) encontrada no
Zoolégico do Rio de Janeiro (LILENBAUM et al., 2002), 19,5% (59/302) na
Fundacgdo Parque Zoolégico de Sdo Paulo (CORREA et al., 2004a), 45,9%
(28/61) no Criadouro da ltaipu Binacional (GUERRA-NETO et al., 2004),
10,2% (17/166) no Zoolégico Municipal de Uberaba (ESTEVES et al., 2005),
12,5% (4/32) no Zoolégico de Aracaju (PIMENTEL et al., 2009) e 26,5%
(103/388) no Zoolodgico de Ribeirdao Preto (SILVA et al., 2010a). Da mesma
forma, prevaléncia de 52% (25/48) foi encontrada no Chapultec Zoo, na
Cidade do Meéxico (LUNA-ALVAREZ et al., 1996) e 25% (19/118) no
Zoolégico Municipal da Coréia (JUNG et al., 2007).

Em estudo realizado na Fundacao Parque Zoologico de Sao Paulo
foram processadas amostras de soro de animais sinantropicos, capturados
no zoolégico como ratos (Rattus norvegicus) e gambas (Didelphis
marsupialis) pela SAM, com positividade para o sorovar
Icterohaemorrhagiae em 42,8% dos ratos e 40% dos gambas. Dois ratos
foram positivos na cultura bacteriana, e a classificacdo sorolégica foi
compativel com o sorovar Copenhageni (CORREA et al., 2004a). No caso
de felideos selvagens mantidos na mesma instituicdo a soroprevaléncia foi
de 16,8% (17/101) (CORREA et al., 2004b).

No zoolégico de Uberaba-MG, avaliou-se a presenca de anticorpos
em aves e gatos domésticos sendo todos negativos (ESTEVES et al., 2005).

Uma jaguatirica (Leopardus pardalis) e um gato maracaja (Leopardus
wiedii) foram soropositivos para leptospirose entre 57 felideos testados
mantidos em cativeiro no Refugio Bioldgico Bela Vista, Itaipu Binacional, Foz
do Iguacu, Parana. A soroprevaléncia encontrada foi de 3,5% (2/57)
(ULLMANNS et al., 2007) e indica que os felinos neotropicais, assim como 0s
gatos domésticos, nao tem importancia na cadeia epidemiolégica de
transmissao da leptospirose (LANGONI et al., 1998).

Pesquisou-se a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em quatis
(Nasua nasua) mantidos em cativeiro e a soroprevaléncia encontrada foi de
52,94% (9/17), sendo os sorovares Copenhageni e Shermani os prevalentes
(22,22%). Os resultados revelam a infeccdo em animais assintomaticos e
reforgam que os animais silvestres em cativeiro podem se infectar com riscos
de se tornarem reservatorios (LANGONI et al., 2009).
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Os estudos sobre a soroprevaléncia da leptospirose em animais
cativos citados anteriormente, assinalam a possibilidade de diferentes
mecanismos de transmissdo, entretanto ndo foram realizados estudos
observacionais para identificar os fatores de risco associados a infeccao dos
animais.

Surto de leptospirose em 52 macacos-prego (Cebus) recolhidos em
casas e albergados em um centro de reabilitacdo de animais selvagens na
Colémbia foi estudado. O diagnostico foi realizado em duas fases: cultivo de
sangue e PCR utilizando o gene /ipL32 para avaliar o carater patogénico dos
isolados. Dezesseis casos foram confirmados e a necropsia revelou ictericia
difusa e hemorragia pulmonar. A tipificagcdo multi-loco revelou tratar-se de L.
interrogans, indicando o rato como fonte de infec¢do, o que foi confirmado
pela grande infestacdo de roedores. A leptospirose adquirida naturalmente
ndo é comum em macacos. A manutencdo de primatas em recintos
inadequados pode criar novos reservatorios e vias de transmissdo da
leptospirose para efeitos de conservacéo, e problemas para a saude publica
(SZONYl et al., 2010).

2.5. Diagnostico

O diagnostico laboratorial da leptospirose pode ser realizado por
exames soroldgicos, para pesquisa de anticorpos, isolamento do agente ou
pesquisa molecular do material genético bacteriano (BRASIL, 1995; AHMAD
et al., 2005).

A soroaglutinacdo microscépica (SAM) é o teste de referéncia no
diagnéstico laboratorial da leptospirose (BRASIL, 1995; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003). O principio da técnica é a reacao de aglutinagao entre
0s anticorpos presentes no soro dos hospedeiros e o antigeno-O dos
lipopolissacarideos (LPS) de membrana das leptospiras (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003). Trata-se de uma prova indireta, que néo diferencia
anticorpos resultantes de infeccdo ou vacinagdo (ADLER e MOCTEZUMA,
2010) e ainda a fase da doencga, além dos niveis de anticorpos serem
detectaveis somente entre sete e dez dias ap6s o inicio da infeccao, o que
pode prejudicar o prognéstico do paciente. A interpretacao dos resultados é
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dificultada em animais previamente vacinados, infectados ou originarios de
areas endémicas (LUCCHESI et al., 2004).

A cultura é o diagnéstico definitivo da leptospirose, porém é limitada pelo
crescimento lento, com longo periodo de incubacao (até 13 semanas). Nao é
utilizada rotineiramente por demandar longo periodo para o resultado final,
porém o isolamento € importante para a epidemiologia da leptospirose (ADLER
e MOCTEZUMA, 2010).

A biologia molecular tem despontado como opc¢éao, pelas dificuldades e
limitagcbes das técnicas soroldgicas e microbiolégicas utilizadas no diagndstico
(SMYTHE et al., 2002; PALANIAPPAN et al., 2005). Os métodos moleculares
sdo especificos, pois se pode estudar uma regiao do genoma exclusiva de
determinado agente. A sensibilidade é assegurada pela reacao em cadeia pela
polimerase (PCR), capaz de amplificar seqliencial e exponencialmente a regiao
gendmica de interesse (RIEDIGER, 2007). A PCR pode ser realizada com os
seguintes materiais bioldgicos: sangue total (MERIEN et al., 1992;
KOSITANONT et al., 2007), soro (GRAVEKAMP et al., 1993) e urina (VAN EYS
et al., 1989; MERIEN et al., 1992; LUCCHESI et al., 2004).

A sensibilidade da PCR geralmente supre a necessidade do isolamento
em cultura, tornando-a ideal para a deteccao rapida de organismos envolvidos
nas infeccoes agudas. Com a PCR em tempo real, € possivel quantificar a
carga bacteriana (SMYTHE et al., 2002). Desta forma, é possivel avaliar os
aspectos de patogenia e viruléncia dos sorovares envolvidos.

Recentemente, foram identificadas proteinas (Lig A e B) que codificam
genes de fator de viruléncia das leptospiras. Estas proteinas sdo encontradas
somente nas patogénicas. Utilizando os iniciadores para Lig A e Lig B, tanto a
PCR convencional como a PCR em tempo real foram positivas desde o
primeiro dia de infec¢do, utilizando-se rins e figado de hamsters infectados. A
sensibilidade e a especificidade dos iniciadores Lig nos métodos de PCR
convencional e em tempo real provam ser uma ferramenta util para o
diagnéstico precoce de leptospirose. Esta técnica pode também ser utilizada
para identificar carreadores assintomaticos que eliminam o agente pela urina,
reduzindo as chances de sua disseminacao (PALANIAPPAN et al., 2005).

O gene IlipL32 presente nas leptospiras patogénicas codifica uma

lipoproteina da membrana externa que € considerada um fator de viruléncia
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ndo presente nas nao patogénicas. Foi desenvolvida uma técnica de PCR em
tempo real utilizando primers especificos para este gene na tentativa de se
diferenciar por esta técnica as patogéncias e nao patogénicas (STODDARD et
al., 2009).

Alguns estudos demonstram que pela capacidade de se detectar a
doenca em estagios distintos, os métodos sorolégicos e moleculares podem
fornecer resultados discordantes, porém complementares (KEE et al., 1994;
KOSITANONT et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
1. Avaliar a soroprevaléncia e o estado de portador renal em mamiferos
cativos de um parque zooldégico.

2. Avaliar a participagao dos animais sinantrépicos como fontes de
infecgdo para os animais cativos e para os trabalhadores do parque zooldgico.

3. Avaliar os fatores de risco de infeccao para leptospirose aos quais 0s

mamiferos selvagens cativos estdo sendo expostos.

4. Avaliar o conhecimento dos funcionarios do parque zool6gico sobre
leptospirose pela aplicacdo de um questionario.
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4. MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas no projeto foram colhidas no Parque Zoolégico
Municipal “Quinzinho de Barros” (PZMQB), localizado no municipio de
Sorocaba, SP (S 23°30'19.36 e W 47°26’14.63’)".

O PZMQB foi fundado em 20 de outubro de 1968 e esta inserido em
uma area de 130.000 m? tendo em seu interior o Museu Histérico de
Sorocaba, abrigando atualmente cerca de 1.200 espécimes.

Com a classificacao “A”, o PZMQB é referéncia na América Latina no
que se refere ao lazer, a pesquisa, a preservacdao e a educacdo ambiental,
recebendo, em 2007, mais de um milhdo de visitantes, dentre eles estudantes
de 81 cidades do estado de Sdo Paulo.

Os trabalhos laboratoriais referentes a sorologia, cultivo e isolamento e
as técnicas moleculares foram realizados nos laboratérios do Nucleo de
Pesquisas em Zoonoses, NUPEZO, localizados no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu/SP.

4.1. Delineamento Experimental

Foram analisadas 229 (Tabela 1) amostras de soro de mamiferos
selvagens provenientes do banco de soro do PZMQB e animais sinantropicos
capturados no parque a partir de 2007 até agosto de 2010, incluindo amostras
pareadas. Ainda foram processadas por PCR, 35 (Tabela 2) amostras de
sangue e cinco (Tabela 3) amostras de urina dos animais que passaram por
algum tipo de manejo na instituicdo durante o periodo do estudo, além de
fragmentos de tecidos de quatro mamiferos (Tabela 4) do parque zool6gico que
morreram, pelas técnicas moleculares. Apenas uma amostra de urina de

babuino sagrado (Papio hamadryias) foi cultivada na tentativa de isolamento.
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Tabela 1. Distribuicdo por espécie, numero de espécimes (N) e numero de
amostras de soro (n) dos mamiferos selvagens e dos animais sinantrépicos (*)
capturados no PZMQB utilizados no experimento. Botucatu-SP, 2010.

Espécie

Nome Comum

4

Alouatta caraya
Alouatta fusca

Ateles marginatus
Ateles chamek
Blastocerus dichotomus
Brachytelis arachnoides
Callithrix jacchus
Callithrix penicilata
Cebus olivaceus

Cebus xanthosternos
Cerdocyon thous
Cervus elaphus
Chrysocyon brachyurus
Coendou prehensilis
*Didelphis albiventris
*Didelphis aurita

Eira barbara

Elaphus maximus

Bugio Preto

Bugio

Macaco Aranha da Testa Branca
Macaco Aranha da Testa Preta
Cervo do Pantanal

Mono carvoeiro

Sagui de Tufo Branco

Sagui de Tufo Preto

Caiarara

Macaco Prego do Peito Amarelo
Cachorro-do-Mato

Cervo Nobre

Lobo Guara

Qurigo

Gamba de Orelha Branca
Gamba de Orelha Preta

Irara

Elefante Asiatico

Eritrocebus pata Macaco Pata
*Felis catus Gato Doméstico
Lagothrix lagothricha Macaco Barrigudo
Leopardus pardalis Jaguatirica

Leopardus tigrinus
Leopardus wiedli

Lutra longicaudis
Lycalopex vetulus
Macropus fuliginasus
Mandrillus sphinx
Mazama gouazoubira
Myrmecophaga tridactyla

Gato-do-Mato-Pequeno
Gato Maracaja

Lontra
Raposa-do-Campo
Canguru Cinzento
Mandril

Veado Catingueiro
Tamandua Bandeira

Nasua nasua Quati

Pan troglodytes Chimpanzé
Panthera leo Leéo

Panthera onca Onga Pintada
Panthera tigris Tigre

Papio hamadryias Babuino Sagrado
Procyon cancryvorus Méo Pelada
Puma colocolo Gato Palheiro
Puma concolor Suguarana

Puma yagouarondi
Tamandua tetradactyla
Tapirus terrestris
Ursus americanus

Gato Mourisco
Tamandua Mirim
Anta

Urso Americano

—_
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Tabela 2. Distribuicado por espécie das amostras de sangue total analisadas
pela PCR. Botucatu-SP, 2010.

Espécie Nome comum N
Ateles marginatus Macaco Aranha 3
Myrmecophaga tridactyla Tamandua bandeira 6
Lycalopex vetulus Raposa-do-campo 1
Galictis cuja Furao 1
Cerdocyon thous Cachorro-do-mato 2
Leopardus tigrinus Gato-do-mato-pequeno 6
Leopardus pardalis Jaguatirica 4
Papio hamadryias Babuino Sagrado 1
Cebus xanthosternos Macaco Prego do Peito Amarelo 1
Eira barbara Irara 1
Panthera onca Onca pintada 4
Cervus elaphus Cervo nobre 2
Blastocerus dichotomus Cervo do Pantanal 1
Chrysocyon brachyurus Lobo Guara 1
Nasua nasua Quati 1
Total - 35

Tabela 3. Distribuicdo por espécie das amostras de urina analisadas pela PCR.

Botucatu, 2010.

Papio hamadryias

Babuino Sagrado

Espécie Nome comum N
Chrysocyon brachyurus Lobo Guara 1
Eira barbara Irara 1
Leopardus pardalis Jaguatirica 2
1
5

Total

Tabela 4. Distribuicdo por espécie das amostras de tecido analisadas pela

PCR.

Espécie

Nome comum

Leopardus tigrinus
Blastocerus dichotomus
Cebuella pygmaea

Myrmecophaga tridactyla

Gato-do-mato-pequeno
Cervo do Pantanal
Sagui ledozinho
Tamandua bandeira

Total

_h_l._l._l._l.z
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4.2. Contencao dos animais

Considerando a idade e o tamanho dos animais realizou-se contencao
fisica e quimica, procurando-se minimizar o estresse da captura. Neste caso,
seguiu-se o protocolo adotado pela Divisao de Medicina Veterinaria do
PZMQB. Para a contengéo fisica foram utilizadas luvas de couro, pugas, jaula
de prensa e caixa de transporte. Na contengdo quimica, foram priorizados
anestésicos utilizados na rotina da Divisao de Medicina Veterinaria do PZMQB,
como cetamina e midazolan para a indugdo com a utilizacdo de dardos e para
a manutengdo eram utilizadas cetamina e midazolan ou propofol. Um kit de
emergéncia e de fuga estava a disposicdo caso algum animal apresentasse

problemas na anestesia ou tentasse fugir.

4.3. Colheita de materiais

Durante os procedimentos de manejo realizados no PZMQB foram

coletadas as amostras de sangue e urina por sondagem ou cistocentese.

4.3.1. Colheita de sangue

As amostras de sangue total foram colhidas por venopungédo da veia
cefalica ou safena. Uma aliquota de sangue total com EDTA foi acondicionada
em microtubos de polipropileno e armazenada a -80°C para a realizagédo das
técnicas diagnosticas moleculares, e uma aliquota de sangue total sem
anticoagulante foi centrifugada a 1600 g por 10 minutos para a obtencdo do
soro. O soro sanguineo obtido foi transferido para microtubos de polipropileno
identificados e mantidos a -20°C até o momento da realizacdo das provas
soroldgicas.

Nao ha correspondéncia no momento da colheita das amostras de
sangue total e soro, pois foram utilizadas amostras do banco de soro do parque
zoolégico coletadas previamente e as amostras de sangue total foram

coletadas apenas para a realizacao do presente estudo.



35

4.3.2. Colheita de urina

As amostras de urina foram colhidas por cistocentese ou sondagem
apos a contencao quimica dos animais. O volume coletado foi de acordo com o
porte da espécie. As amostras foram acondicionadas em tubo Falcon estéril
com capacidade para 15 mL.

Imediatamente apds a colheita, foi realizada a neutralizagdo da urina
com solugao salina (PBS) 1X pH 7,2 estéril na propor¢ao 1:1 (500uL de PBS
7,2 e 500uL da urina) em microtubo com capacidade para 1,5 mL. As amostras
foram mantidas a 4°C por até no maximo 24 horas, sendo entdo centrifugadas
a 11.000 g por 5 minutos (“spin”) para eliminar residuos de urina, e a seguir,
foram ressuspendidas em 500 yL de PBS pH 7,2 estéril em microtubo com
capacidade para 1,5 mL livre de RNAse e DNAse e congeladas a - 80 °C até o

momento da realizagdo das técnicas moleculares.

4.3.3. Colheita de tecidos

Foram colhidos fragmentos de 6rgaos como figado, rim, bago e pulmao
dos animais sinantrépicos, e os do plantel que morreram, acondicionando-se
em microtubos de polipropileno de 1,5 mL de capacidade, mantendo-se a
-80°C até o momento da realizagdo das técnicas moleculares.

4.4. Cepas de Leptospira spp.

Como antigenos para o exame sorologico, pela prova de
soroaglutinacdo microscopica (SAM), foram utilizadas culturas vivas de 28
sorovares (Tabela 5) de Leptospira spp. com sete dias de crescimento em meio
liquido de Ellinghausen - Mac Cullough — Johnson - Harris (Albumina bovina
“Tween 80”) (EMJH).
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Tabela 5. Sorovares mantidos em meio de cultura liquido de EMJH com
albumina bovina “Tween 80", no NUPEZO/FMVZ/UNESP - Botucatu -SP,

utilizados na prova de SAM, Botucatu-SP, 2010.

SOROGRUPO SOROVAR
Australis Australis
Bratislava
Autumnalis Autumnalis
Butembo
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Whitcombi
Cynopteri Cynopteri
Djasiman Djasiman
Sentot
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Icterohaemorrhagiae

Javanica Javanica
Panama Panama
Pomona Pomona

Pyrogenes Pyrogenes

Sejroe Hardjo
Wolffi
Shermani Shermani
Tarassovi Tarassovi
Seramanga Patoc

4.5. Técnica de soroaglutinacao microscopica

A SAM foi realizada segundo as normas do Ministério da Saude

(BRASIL, 1995). As amostras séricas dos mamiferos mantidos no PZMQB, dos
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animais sinantrépicos capturados e dos funcionarios do parque foram testadas

para 28 sorovares de Leptospira spp.

4.5.1. Prova soroldgica

As amostras de soro foram diluidas inicialmente a 1:50, utilizando-se
100pL de soro e 4.900 pL de solugéo salina tamponada de fosfatos (SSTF) pH
7.2. Em microplacas distribuiu-se 50 pL do soro diluido e adicionou-se 50 pL
dos sorovares, duplicando a diluicao inicial (100). O mesmo procedimento foi
realizado para uma amostra de controle negativo.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora e a leitura realizada
em microscopio de campo escuro, considerando-se como reagente a reacao
com 50% ou mais de aglutinacdo em relacdo ao controle.

As amostras reagentes na primeira diluicdo (triagem) para determinado
sorovar, foram novamente diluidas, sucessivamente, na razao dois (50, 100,
200, 400, 800) e examinadas, considerando-se como titulo final aquele em que
ainda houvesse 50% ou mais de leptospiras aglutinadas. No caso de resposta
a mais de um sorovar (co-aglutinacao), considerou-se como responsavel pela
infeccdo, o de maior titulo. Estabeleceu-se como ponto de corte ou resultado
positivo a partir da diluicdo 1:100.

4.6. Cultivo das amostras de urina

Imediatamente apds a colheita da urina, 0,5mL foi inoculado em solugao
diluente contendo antimicrobianos, 1:5 (volume/volume), 0,5mL desta
suspensdo foi diluida em 4,5mL (107), realizando-se diluicbes seriadas até
10°. Inoculou-se 0,5mL das trés Gltimas diluicdes (10° a 10°) em tubos de
meio de Fletcher contendo 5-fluorouracil (SANTA ROSA, 1970; OIE, 1996). Os
tubos foram incubados por 60 dias a temperatura de 28°C, com observacao do
desenvolvimento bacteriano semanalmente, examinando-se 0,03 mL da parte
superior dos tubos de cultura, microscopicamente entre lamina e laminula, em
microscopio de campo escuro. Além da avaliagdo microscépica os tubos foram
também examinados para a observacdao de formacdo de zona ou anel de

Dinger.
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4.7. Procedimentos de biologia molecular

4.7.1. Extracao do DNA de amostras de sangue total e urina

A extracdo do DNA das amostras de sangue total, fragmentos de rins e
figado e urina foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular do
NUPEZO. Para as amostras de sangue total e urina foi utilizado o kit lllustra
blood genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) e para as
amostras de tecido utilizou-se o kit lllustra tissue & cells genomicPrep Mini Spin
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

4.7.2 Reacao em cadeia pela polimerase

Para a amplificagcdo do DNA utilizou-se um sistema com iniciadores
especificos para amplificacdo de um fragmento do gene /ipL32 do genoma das
espécies patogénicas de Leptospira spp. (STTODARD et al.,, 2009). Os
iniciadores utilizados na reacdo de amplificacao parcial do gene /ipL32
apresentavam as seguintes sequéncias nucleotidicas: LipL32-45F
AAGCATTACCGCTTGTGGTG; LipL32-286R GAACTCCCATTTCAGCGATT.

Para a reagdo de PCR foi utilizado o termociclador MasterCycler
gradient (Eppendorf). A amplificacdo do DNA foi realizada em um volume final
de 25 pL. A mistura de reacdo era constituida de 50 mM de KCI, 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 mM de MgCl,, 1 uM de cada iniciador (LipL32-45F e
LipL32-286R), 200 uM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 U de
Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O volume da
mistura de reacao foi corrigido com agua ultrapura para 23 pL. A seguir foram
adicionados 2 pyL de DNA extraido (10ng).

O primeiro ciclo era constituido de desnaturacao a 94°C por 3 minutos,
anelamento dos iniciadores a 63°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2
minutos. Os 30 ciclos seguintes consistiram de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento dos iniciadores a 63°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
2 minutos. Uma etapa final de 10 minutos a 72°C conferiu extensao completa

aos iniciadores. Essa reacao gerou produtos de PCR de 285 pb.
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Todas as baterias de reacdo foram acompanhadas por um controle
negativo de amplificagdo (5 yL de agua ultrapura) e um controle positivo de
amplificacao (5 yL de DNA de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae cepa
RGA).

4.7.3 Eletroforese

Os produtos de PCR obtidos (15 uL) e 6 ng de marcador de peso
molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foram aplicados
em gel de agarose tipo Il eletroendosmose 0.09-0.13 mr (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) a 1,5% impregnado com brometo de etidio (0,5 ug/mL), utilizando 2,5
uL de Blue Loading Buffer para o carregamento. Os produtos foram entdo
separados por eletroforese horizontal usando TBE 1X como tampao de corrida,
sob 160 V por 45 minutos. Em seguida, o gel de agarose foi exposto a luz
ultravioleta em transiluminador para revelacdo dos fragmentos separados e
comparacao do tamanho dos fragmentos do produto da PCR com aqueles
gerados pelo marcador de peso molecular. O gel foi fotografado e a imagem
digitalizada em sistema de foto-documentacdo Kodak Digital Science -
Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak, Rochester,
NY, USA). A definicao de resultados positivos e negativos foi baseada na

identificacdo visual das bandas no gel de agarose.

4.8 Questionario de investigacao epidemioldgica

Referente a cada animal foi aplicado um questionario de investigacao
epidemiolégica para o estudo dos fatores de risco associados a infeccao por
Leptospira spp. As questbes foram formuladas para se verificar as varias
possibilidades de exposicdo dos animais em relacdo ao agente, levando-se em
consideracao as praticas de manutencao dos animais ex situ no PZMQB.

O questionario foi elaborado a partir da epidemiologia da leptospirose
considerando-se a situagcdo dos animais mantidos ex situ, as diferentes
espécies mantidas no zooldgico, os diferentes setores e recintos, a introducao

de novos animais que podem ser reservatorios, a presenga de animais
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domésticos como caes e gatos, assim como a presenca de sinantrépicos como
roedores e gambas e a disponibilidade do alimento no zoo.

O nivel de conhecimento dos profissionais do PZMPB sobre a
leptospirose também foi avaliado pela aplicacdo de um questionario respondido
por 41 funcionarios, dentre eles tratadores, meédicos veterinarios, servigos

gerais e responsaveis pela limpeza.

4.9 Sistema de informacao geografica

A exata localizacdo geografica de cada mamifero reagente nos
diferentes setores do PZMQB foi estabelecida utilizando GPS (Global
Positioning System) e as mesmas foram inseridas em um banco de dados
digital  utilizando interface  georreferenciada do  Google  Earth

(http://earth.google.com).

4.10 Analise dos resultados

Os dados epidemiolégicos e resultados da prova sorolégica foram
tabulados em planilha Excel. A associacao entre as variaveis epidemiolégicas e
os resultados de triagem sorolégica foi analisada pelos testes de Qui-quadrado
e Exato de Fisher, considerando-se a = 0,05 (TRIOLA, 2005). Todos os testes

foram realizados em programa Epilnfo™ v.3.5.1.
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Das 229 amostras de soro provenientes de 43 espécies de mamiferos

mantidas no PZMQB, 13 (5,67%) foram positivas para um ou mais sorovares

de leptospiras, com titulos variaveis de 100 a 1600 Ul, considerando-se como

ponto de corte ou titulo positivo a diluicdo 1:100. Os resultados com seus

respectivos sorovares e titulos, assim como o numero de espécimes por

espécie, encontram-se na Tabela 6. Alguns animais tinham amostras de soro

pareadas e estas foram incluidas no estudo.

Tabela 6. Resultados da sorologia para leptospirose (Leptospira spp.) em

mamiferos selvagens mantidos em cativeiro no PZMQB. Botucatu-SP, 2010.

Espécie Nome Comum N n R Sorovares (Titulo)
Alouatta caraya Bugio Preto 3 3 1/3 BUT@100)
Alouatta fusca Bugio 3 3 NR NR

Ateles marginatus Macaco Aranha Testa Branca 6 6 2/6 ICT (100), BUT (200)
Ateles chamek Macaco Aranha Cara Preta 1 1 NR NR

Blastocerus dichotomus  Cervo do Pantanal 1 2 NR NR

Brachytelis arachnoides Mono carvoeiro 4 10 1/9 BRA (100)
Callithrix jacchus Sagui de Tufo Branco 5 5 NR NR

Callithrix penicilata Sagui de Tufo Preto 1 1 NR NR

Cebus olivaceus Caiarara 1 2 NR NR

Cebus xanthosternos Macaco Prego Peito Amarelo 2 2 NR NR

Cerdocyon thous Cachorro-do-Mato 11 15 2/15 SEN (100, 200)
Cervus elaphus Cervo Nobre 2 9 NR NR

Chrysocyon brachyurus ~ Lobo Guara 3 17 1/17 CAN (100)
Coendou prehensilis Ourico 7 7 NR NR

Didelphis albiventris Gambd de Orelha Branca 8§ 8 NR NR

Didelphis aurita Gambad de Orelha Preta 9 9 NR NR

Eira barbara Irara 2 5 NR NR

Elaphus maximus Elefante Asiatico 1 5 NR NR

Eritrocebus pata Macaco Pata 1 1 NR NR

Felis catus Gato Doméstico 2 2 NR NR

Lagothrix lagothricha Macaco Barrigudo 3 4 1/4 DIJA (100), ICT (400), POM (100)
Leopardus pardalis Jaguatirica 4 5 NR NR

Leopardus tigrinus Gato-do-Mato-Pequeno 15 20 NR NR

Leopardus wiedii Gato Maracaja 1 I NR NR

Lutra longicaudis Lontra 2 3 NR NR

Lycalopex vetulus Raposa-do-Campo 7 7 NR NR
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Macropus fuliginasus Canguru Cinzento 2 3 NR NR

Mandrillus sphinx Mandril 2 2 NR NR

Mazama gouazoubira Veado Catingueiro 1 1 NR NR

Myrmecophaga tridactyla  Tamandua Bandeira 9 12 NR NR

Nasua nasua Quati 8 12 2/12 CAN (100), COP (100)
Pan troglodytes Chimpanzé 1 1 NR NR

Panthera leo Ledo 3 8 NR NR

Panthera onca Onca Pintada 3 4 NR NR

Panthera tigris Tigre 1 3 NR NR

Papio hamadryias Babuino Sagrado 6 7 NR NR

Procyon cancryvorus Mao Pelada 1 1 NR NR

Puma colocolo Gato Palheiro 1 2 NR NR

Puma concolor Suguarana 3 4 NR NR

Puma yagouarondi Gato Mourisco 4 8 1/8 SEN (100)

Tamandua tetradactyla ~ Tamandua Mirim 1 2 NR NR

Tapirus terrestris Anta 3 4 2/4 POM (400; 1600), ICT (400; 1600)
Ursus americanus Urso Americano 1 3 NR NR

N= Numero de espécimes; n=Numero de amostras; R= Amostras reagentes;
NR= Amostras ndo reagentes. BUT= Butembo; BRA= Bratislava; CAN=
Canicola; COP= Copenhageni; DJA= Djasiman; ICT= Icterohaemorrhagiae;
POM= Pomona; SEN= Sentot.

Das 14 espécies de primatas ndo-humanos analisadas, espécimes de
quatro espécies foram positivas, incluindo: um bugio preto macho, adulto de
vida livre; dois macacos aranha da testa branca sendo uma fémea e um
macho, ambos adultos e nascidos em cativeiro; um monocarvoeiro macho de
vida livre, que foi sorologicamente positivo para o sorovar Bratislava, em 2007
e apds 2,5 anos, em 2009, mostrou-se negativo, e um macaco barrigudo
macho, jovem de vida livre.

Entre os carnivoros, um cachorro-do-mato fémea adulta de vida livre
apresentou inicialmente titulo 200 para o sorovar Sentot e apds dois meses de
100 para o mesmo sorovar. Ainda, um lobo guara fémea, adulta de vida livre,
apresentou titulo 100 para o sorovar Canicola, um quati macho adulto nascido
em cativeiro apresentou titulo 100 para o sorovar Canicola e um quati macho
adulto de vida livre apresentou titulo 100 para o sorovar Copenhageni e um
gato mourisco fémea, adulta de vida livre apresentou titulo 100 para o sorovar
Sentot.
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Entre os perissodactilas, uma anta fémea adulta nascida em cativeiro
apresentou titulo de 1600 para os sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae
em 2007 e na sorologia pareada em 2009, o titulo para o sorovar
Icterohamorrhagiae e Pomona havia caido para 400 e 100, respectivamente.

As amostras de sangue total, de urina e de tecido submetidas a PCR,
foram negativas para lesptospiras. Da mesma forma, a amostra de urina
submetida ao isolamento em meio de Fletcher foi negativa.

A pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. nas amostras séricas de
30 funcionarios do parque zooldgico, lograram-se negativas para todos os
sorovares testados.

As atividades desempenhadas por estes servidores, que participaram da
pesquisa, incluem limpeza e servicos gerais, tratadores de diferentes setores
do parque, caixa da bilheteria do parque, biélogos, médicos veterinarios, além
de um guarda municipal.

Quanto ao grau de conhecimento de 41 servidores, sobre a leptospirose,
pode ser considerado como médio, de acordo com a Figura 1, que mostra para
os diferentes itens as respostas obtidas, com relacdo ao agente etioldgico,
modo de transmissdo, conceito de reservatério, existéncia de vacina para o

homem e animais, sintomatologia (quando suspeitar) e sobre fatores de risco.
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Figura 1. Grau de conhecimento sobre leptospirose dos servidores do PZMQB.

Botucatu-SP, 2010.
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A maioria, 34 (82,93%) dos entrevistados respondeu saber o que é
leptospirose, caracterizando-a como “doenca transmitida pelo rato” ou “doenca
do rato”. 25 (60,97%) responderam que a doenca é causada por uma bactéria
e 12 (29,23%) responderam ser um virus. O rato foi incriminado como o
principal transmissor da leptospirose por 37 (90,24%), seguido pelo gato 12
(29,27%) e o cao por 11 (26,83%) dos servidores. Apenas nove (21,95%) dos
entrevistados souberam responder o que é reservatério. Os principais sintomas
assinalados como associados a leptospirose foram febre 24 (58,54%), dor na
panturrilha 10 (24,39%), fraqueza muscular 8 (19,51%) e sudorese 7 (17,03%).
Quanto aos fatores de risco associados a ocorréncia de infeccdo, as enchentes
37 (90,24%) e o acumulo de lixo 29 (70,73%) foram os mais assinalados,
seguidos pela falta de saneamento basico 13 (31,71%) e latas de
cerveja/refrigerante 11 (26,83%).

A figura 2 traz a localizacdo dos animais reagentes na area geogréafica
do PZMQB.

Figura 2. Imagem de satélite do PZMQB, destacando a localizagdo dos

recintos dos animais positivos para leptospirose. Botucatu-SP, 2010.

A tabela 7 apresenta a associacao entre os dados epidemiolégicos e os

resultados dos exames soroldgicos.
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Tabela 7. Associacdo das variaveis epidemioldgicas estudadas com o

resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp.
avaliados. Botucatu-SP, 2010.

nos animais

.. SAM Variavel (% ); c d
Variavel N a 1C95%" OR (IC95%) P
Presenca de Sim 20 1 5,0; 1,2-23,8
Animais 0,9 (0,1-7,1) 0,69°
Domésticos Nio 211 12 5,7;3,3-9,6

Durante o
dia 151 9 6,0; 9,6-30,3
Disponibilidade f
do Alimento Durante a - 0,76
. 1 0 0,0; 1,2-8,4
noite
Todo tempo 63 4 6,3%; 2,5-15,2
. Vida Livre 137 7 5,1;9,5-34,3 1.07 (0.33- .
Origem 0.56
Cativeiro 91 5 5,5;2,4-12,2 3,51
Presenca de Sim 64 6 9,4;4,4-19,0
Animais 2,36 (0,7-7,3) 0,11°
Sinantrépicos Nao 167 7 4,2;2,0-8,3
Aves 59 4 6,8;2,7-16,2
Espécies de Aves e
Animais 4 2 50; 14,6-85,3 - 0,83
. .. Macacos
Sinantrépicos
Rato 1 0 0,0; 1,2-84,2
° Titulo > 100

° Frequéncia de animais positivos baseada nas varidveis estudadas (intervalo de confianga = 95%)

“OR: Odds ratio

4 p: valor de P paraa=5
® Teste Exato de Fisher
Teste de Qui-Quadrado
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6. DISCUSSAO

Embora os esforgcos dos profissionais nha manutencdao de um manejo
sanitario rigoroso, o ambiente de zoologico é favoravel a disseminacao de
varias doencgas, incluindo-se as zoonoses (FOWLER, 1993). A leptospirose tem
re-emergido em diversas regides do mundo, principalmente em paises de clima
tropical, como o Brasil, onde se apresenta de forma endémica (SVS, 2010).
Este fato, aliado a grande diversidade biolégica deve estimular a realizacao de
estudos sobre a leptospirose em animais selvagens, uma vez que pouco se
sabe sobre o papel destes animais na epidemiologia desta enfermidade.

A prevaléncia de leptospirose encontrada nos mamiferos do PZMQB foi
de 5,67%, podendo-se considera-la baixa ao se comparar a encontrada por
outros pesquisadores no Brasil, como de 37,7% no Zoolbgico do Rio de Janeiro
(LILENBAUM et al., 2002), 19,5% no Zoolégico de Sdo Paulo (CORREA et al.,
2004a), 45,9% no Criadouro da ltaipu (GUERRA-NETO et al., 2004), de 10,2%
no Zool6gico Municipal de Uberaba (ESTEVES et al., 2005), 12,5% no
Zoolégico de Aracaju (PIMENTEL et al., 2009) e 26,5% no Zoolégico de
Ribeirdo Preto (SILVA et al., 2010a). Prevaléncias de 52% e 25% foram
encontradas no Chapultec Zoo no México (LUNA-ALVAREZ et al., 1996) € no
Zoologico Municipal da Coréia (JUNG et al., 2007), respectivamente.

O sorovar de maior ocorréncia foi o Icterohaemorrhagiae, encontrado em
25% dos casos, diferente do observado no Zoolégico do Rio de Janeiro, onde
das 29 amostras positivas, 27 foram para o sorovar Copenhageni e apenas
uma para o sorovar Icterohaermorrhagiae, ambos do mesmo sorogrupo
(LILENBAUM et al., 2002). Na Fundacao Parque Zooldgico de Sao Paulo, dos
59 animais reagentes, 15 foram positivos para o sorovar Copenhageni, 13 para
o Pomona e 10 para o Castellonis (CORREA et al., 2004a). Os sorovares
Copenhageni e Icterohaemorrhagiae pertencem ao mesmo Ssorogrupo,
Icterohaemorrhagiae, e sdo os mais prevalentes em centros urbanos brasileiros
(PEREIRA et al., 2000). Os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae e
Andamana foram os mais frequentes no Zoologico Municipal de Uberaba,
Minhas Gerais (ESTEVES et al, 2005) e os sorovares Canicola,
Icterohamorrhagiae e Panama, assim como o sorovar Patoc (ndo patogénico)

foram os mais frequentes no Zoologico de Ribeirdo Preto (SILVA et al., 2010a).
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Em todos os estudos houve a participacdo dos sorovares que tem como
reservatérios os roedores, destacando-se a importancia do controle de
roedores nos parques zooldgicos, que em sua maioria estdo inseridos em
centros urbanos, locais onde os roedores estdo abundantemente
disseminados.

Dentre as amostras provenientes de 43 espécies de mamiferos
analisadas no PZMQB, nove (20,45%) apresentaram algum espécime positivo
para um ou mais dos sorovares de leptospira testados.

Dois macacos aranha da testa branca, trés macacos aranha da testa
vermelha (Ateles paniscus paniscus), um macaco japonés (Macaca fuscata) e
um babuino chacma (Papio ursinus) foram positivos dentre as 18 espécies de
primatas do Zoologico do Rio de Janeiro (LILENBAUM et al., 2002),
semelhante ao resultado do presente estudo, pois das 14 espécies de primatas
nao-humanos analisadas, quatro delas foram positivas: bugio preto, macaco
aranha da testa branca, monocarvoeiro, macaco barrigudo e macaco aranha da
testa branca. No estudo realizado no Zoologico Municipal de Uberaba, MG,
nenhum dos primatas das trés espécies analisadas mostrou-se positivo
(ESTEVES et al., 2005). No Zoolégico de Sergipe, um dos 14 macacos-prego
(Cebus libinosus) e um dos quatro macacos-prego-do-peito-amarelo (Cebus
xanthosternus) foi positivo (PIMENTEL et al., 2009).

Sao variaveis os resultados da soroprevaléncia entre os diferentes
parques zooldgicos, bem como entre as diferentes espécies de animais das
colecdes de cada um deles, mesmo sendo da mesma espécie ou espécimes. A
multipla etiologia das leptospiroses, o papel desempenhado pelos
reservatorios, bem como pelo ambiente, contribui para tal fato, tornando os
estudos soroepidemioldgicos importantes para se entender a etioepidemiologia
das leptospiroses.

Apenas um espécime de lobo guara dos dois analisados reagiu para o
sorovar Canicola no PZMQB, sendo que outras amostras pareadas analisadas
durante o periodo de estudo mostraram-se negativas, indicando apenas
contato com leptospiras, provavelmente a partir do ambiente. No Zooldgico
Municipal de Uberaba, MG, o unico exemplar de lobo guara examinado reagiu
para o sorovar Grippotyphosa (ESTEVES et al., 2005) e trés de quatro lobos



51

guara do Zooldgico do Rio de Janeiro foram positivos (LILENBAUM et al.,
2002).

Dois dos 10 cachorros-do-mato testados no PZMQB foram positivos
para o sorovar Sentot, quatro entre cinco no Zoolégico do Rio de Janeiro
(LILENBAUM et al., 2002), um de dois do Zoolégico Municipal de Uberaba,
MG, para o sorovar Gryppotyphosa (ESTEVES et al., 2005) e o Unico exemplar
do Zooldégico de Sergipe para o sorovar Copenhageni (PIMENTEL et al., 2009).

Entre os cinco quatis do PZMQB, dois foram positivos, um para o
sorovar Canicola e outro para o Copenhageni, semelhante ao encontrado no
Zoolégico do Rio de Janeiro, onde trés de sete foram positivos (LILENBAUM et
al., 2002). Em pesquisa realizada com quatis de cativeiro encontrou-se oito
entre 13 quatis provenientes de Sorocaba e em um animal de Sdo José dos
Campos positivos sendo os sorovares Wolfii, Copenhageni e Shermani os mais
encontrados nos animais provenientes de Sorocaba e o sorovar Pyrogenes no
animal de Sao José dos Campos. Trés animais provenientes de Botucatu
mostraram-se negativos (LANGONI et al., 2009). Dos dois quatis analisados,
no zoolégico de Sergipe, ambos foram negativos (PIMENTEL et al., 2009).

Um dos quatro gatos mourisco do PZMQB foi positivo. Felideos foram
examinados sorologicamente contra leptospirose no Zooldgico do Rio de
Janeiro apés a ocorréncia de um caso de leptospirose em uma suguarana, e
um dos dois gatos mouriscos foi reagente (LILENBAUM et al., 2004). O estudo
realizado com 359 felideos neotropicais de 41 cidades dos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, revelou 46 positivos. Entretanto, nenhum
espécime de gato mourisco fez parte do estudo (GUERRA-NETO, 2006).

Os felideos selvagens ndo sdo geralmente incluidos na rotina de
diagnéstico e prevencdo da leptospirose, pois os médicos veterinarios
acreditam serem eles refratarios a doenca (LILENBAUM et al., 2004). Porém,
os felideos podem se infectar e soroconverter, apesar de raramente
apresentarem a forma clinica da enfermidade (LANGONI et al., 1998). Os
felideos devem ser incluidos no programa de prevencao da leptospirose pela
possivel manutencao de local apropriado para reservatérios nas proximidades
dos recintos, como uma das medidas de controle de roedores.

Destaca-se o resultado sorolégico das antas (Tapirus terrestris), pois as

duas amostras reagentes pertencem ao mesmo animal, coletadas com
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intervalo de 2,5 anos. Nenhuma outra anta que habita o0 mesmo recinto foi
positiva, o que indica que o animal positivo ndo deve servir como reservatorio
da infeccao neste ambiente. Os titulos encontrados na segunda amostra
podem ser residuais ou novas exposicbes ao agente ocorreram entre a
obtencao da primeira e segunda amostra de soro. Nos animais domésticos os
titulos de anticorpos declinam e muitas vezes desaparecem ao redor de seis
meses, € este animal manteve os titulos, apesar de mais baixos, por mais de
dois anos. Nao ha estudos em relacdo a titulacdo de anticorpos anti-
leptospiricos e a manutencao dos titulos em animais selvagens para se discutir
mais profundamente o assunto. No Zoolégico do Rio de Janeiro, o Unico
espécime de anta analisado ndo reagiu aos varios sorovares testados
(LILENBAUM et al., 2002).

Além do macaco barrigudo (Lagothrix lagothrica), que apresentou titulo
400 para o sorovar Icterohaemorrhagiae, os outros animais do grupo dos
primatas e carnivoros reagentes apresentaram titulos baixos o que indica
contato com o agente infeccioso, 0 que se considera normal em um ambiente
de cativeiro onde vérias espécies de areas diferentes co-habitam, podendo
facilitar a transmissdo de agentes infecto-contagiosos entre as espécies
mantidas cativas. Este fato mostra a importancia das agdes de vigilancia,
incluindo-se a quarentena para animais que serdo introduzidos no parque.

Os cervideos e ouricos que sdao manejados de forma diferente nao
tiveram espécimes reagentes o que indica o éxito do controle de animais
sinantropicos como os roedores e gambas no parque zooldgico, contribuindo
para a menor ocorréncia de animais reagentes a leptospirose.

Ao se confrontar os poucos estudos disponiveis na literatura, verifica-se
a dificuldade em se avaliar os resultados obtidos por outros autores, pois o
numero de espécies e espécimes nao sdo constantes nos diferentes locais, e a
resposta aos sorovares além de variavel, mostra também resultados dispares
aos titulos obtidos. Sabe-se que a resposta sorolégica ndo significa
necessariamente doenga e, muitas vezes, somente contato prévio com o
agente infectante. De qualquer forma, os resultados do presente estudo
mostram que de alguma forma a infecgdo ocorreu nestes animais, sem,
entretanto, poder-se assegurar a importancia destes animais enquanto

reservatorios da infeccao leptospirica no ambiente. Estes resultados intrigam
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para a continuidade de estudos incluindo a pesquisa de DNA bacteriano em
excregdes como a urina dos animais, o que pode ser impraticavel nas
condigdes de animais cativos em zooldgicos.

A correlacdo da anadlise epidemiolégica com os resultados soroldgicos
obtidos ndo mostrou diferenga estatistica significativa, exceto para a presenca
de animais selvagens sinantrépicos, em recintos onde além de aves, havia
primatas de vida livre. Apesar da menor importancia das aves na epidemiologia
da leptospirose, estudos recentes mostram soropositividade em aves mantidas
em cativeiro no Zooldégico Municipal de Ribeirao Preto (SILVA et al., 2010a). No
entanto, apesar da diferenca significativa, acredita-se que houve coincidéncia
do recinto onde foram observados aves e primatas de vida livre, ser o recinto
das antas, e apenas uma delas foi positiva para leptospirose.

A SAM é o teste de referéncia no diagnéstico laboratorial da leptospirose
(BRASIL, 1995; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003) e, apesar disse
apresenta desvantagens por detectar resposta sorolégica, que nao diferencia
anticorpos resultantes de infeccao ou vacinagdo (ADLER e MOCTEZUMA,
2010) e ainda a fase da doenca, além dos niveis de anticorpos serem
detectaveis somente entre sete e dez dias apds o inicio da infeccao
(LUCCHESI et al., 2004).

O isolamento de espiroquetas em amostras biolégicas como a urina é
complexo pelo crescimento lento, presenca de agentes contaminantes, pela
fase da doenca e pela intermiténcia da eliminacdo do agente pela urina
(ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Assim, embora apenas uma amostra de urina
tenha sido cultivada, com resultado negativo, aliando-se baixa prevaléncia da
doengca no parque, sugere-se que 0s animais nao devam ser considerados
como fontes de infec¢ao no local estudado.

O protocolo utilizado no exame das cinco amostras de urina objetivou
diminuir a acao de inibidores da PCR. Devido a este fato obteve-se um nimero
pequeno de amostras, pois a urina tinha de ser processada em até 24 horas e
0S equipamentos necessarios para a realizacdo de parte do procedimento nao
estavam disponiveis no PZMQB, onde foi realizada a colheita das amostras.

As técnicas moleculares permitem a deteccdo do &cido nucléico das
leptospiras, além de poder diferenciar entre espécies patogénicas e nao
patogénicas, de acordo com os primers utilizados. Esta € uma grande
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vantagem da PCR em relagcdo ao cultivo, que além do longo periodo de
incubacdo exigido, pode-se concluir somente que a amostra é positiva para
espiroquetas, necessitando-se estudos posteriores para a caracterizagcao e
isolamento.

Alguns estudos demonstram que pela capacidade de se detectar a
doenca em estagios distintos, os métodos sorolégicos e moleculares podem
fornecer resultados discordantes, porém complementares (KEE et al., 1994;
KOSITANONT et al., 2007). Desta forma, no presente estudo foram utilizadas a
SAM aliada a PCR na tentativa de se melhorar o diagnéstico da leptospirose
nos animais selvagens cativos.

Todos os funcionarios do PZMQB que participaram da pesquisa foram
negativos a infeccao leptospirica, resultado igual ao encontrado nas 36
amostras de soro pertencentes aos funcionarios do Zoolégico Municipal de
Uberaba (ESTEVES et al., 2005) e nos 15 funcionarios do Zool6gico Municipal
de Ribeirdo Preto (SILVA et al., 2010a). Este fato assinala para a provavel
resisténcia dos animais selvagens, que ndao devem desempenhar o papel de
portadores renais, 0 que colocaria em risco os servidores que desenvolvem
atividades nos recintos onde estes animais estdo alojados. Contribui para esta
assertiva o fato da pesquisa do DNA de leptospiras ter logrado negativa tanto
nas amostras de urina como de tecidos de animais avaliados nesta pesquisa.
Entendemos que o niumero de amostras nao é suficiente para esta afirmacao, e
desta forma acreditamos ser fundamental a pesquisa de portadores renais
entre as colecdes de animais em parques zoolégicos.

Com relacéo ao questionario epidemiolégico aplicado aos servidores do
parque zooldgico, o rato foi incriminado como o principal transmissor, o que
condiz com a literatura (FAINE et al.,, 1999). O gato, por outro lado, foi
assinalado por 12 entrevistados (29,27%), € esta espécie é considerada
refrataria a leptospirose (LANGONI et al., 1998). Apesar da ampla divulgacao
sobre a leptospirose pelos meios de comunicagao, principalmente na época de
maior indice pluviométrico e, consequentemente, enchentes, 36,58% dos
entrevistados ndo conhecem os principais sintomas que os fariam suspeitar de
leptospirose.

As fezes de gato, fezes de caes e os mosquitos foram assinalados como

fatores de risco de infec¢ao por leptospiras por, 19,51%, 12,19% e 12,19% dos
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entrevistados, respectivamente. As fezes ndo sao consideradas como via de
eliminacdo importante, contrariamente a urina, que é a principal via de
eliminacdo das leptospiras. A transmissao da leptospirose ndo ocorre pela
picada de mosquitos, diferentemente da dengue, causada por virus, outra
doenca amplamente divulgada na midia, que ocorre em formas de surtos
principalmente na época de maior indice pluviométrico, da mesma forma que a
leptospirose. Ressalta-se que a maior parte dos servidores entrevistados tem
apenas o primeiro grau de escolaridade, fato que pode justificar o menor grau
de conhecimento de alguns aspectos referentes a epidemiologia da
leptospirose.

Poucos séo os estudos sobre leptospirose no ambiente de cativeiro onde
o manejo dos animais € menos trabalhoso que a campo e onde se tem a
possibilidade de aprimorar as técnicas diagndsticas que poderiam facilitar o
estudo da epidemiologia das doencas infecto-contagiosas em animais de vida
livre, contribuindo para a medicina da conservacéao e saude publica.

Assim, novos estudos devem ser incentivados e conduzidos, tanto com
animais de cativeiro como nos de vida livre, ndo somente em relacdo a
leptospirose, mas também para outras doengas infecto-contagiosas, como sua
epidemiologia, avaliacdo de técnicas e interpretacdo de resultados,

contribuindo para a medicina da conservacao.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se

concluir:

1. A infecgdo leptospirica estd presente nos animais do Parque

Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros”, porém com baixa soroprevaléncia.

2. De acordo com a analise molecular a partir de PCR tanto em
amostras de urina como em tecidos de animais mantidos em cativeiro e dos
sinantrépicos capturados nos recintos, nao foi possivel estabelecer o estado de
portador renal de leptospiras.

3. Os animais selvagens mantidos em cativeiro e os sinantrépicos néao
representaram risco de infeccdo para os servidores do Parque Zooldgico
Municipal “Quinzinho de Barros”, pois entre os avaliados nenhum revelou

anticorpos anti-leptospiras para todos os sorovares testados.

4. O nivel de conhecimento dos funcionarios do parque zooldgico foi
considerado médio de acordo com o questiondrio aplicado.
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9. ARTIGO CIENTIFICO

O artigo esta de acordo com as normas da revista “Research in Veterinary Science”.

Epidemiological survey of leptospirosis in captive and synantropic mammals

at a City Zoo of Southeastern Brazil

ULLMANN, L.S.%; DIAS NETO, R. N.>; TEIXEIRA, R.H.F.?; NUNES, A.L.V.>; SILVA,

R.C.%, PEREIRA-RICHINI, V.B.%; LANGONI, H?

@ Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus

de Botucatu, Sdo Paulo, Brazil.

® Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de Barros”, Sorocaba, Sdo Paulo, Brazil.

Abstract

Leptospirosis is considered a wide worldwide zoonosis, caused by leptospira spp.
bacterium. Many wild animals are reservoir for leptospirosis. The aim of the present
study was to know the epidemiology of leptospirosis at the Sorocaba Zoo, Sorocaba-
SP, Brazil. Serum from wild mammals kept in captive and zoological staff was

analyzed by microscopic agglutination test. Whole blood, urine and tissue samples
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from wild mammals and synantropic animals were analyzed by polymerase chain
reaction. An epidemiological inquiry to verify risk factors of infection and other to zoo
staff to evaluate the level of leptospirosis knowledge were applied. Out of 229 serum
samples from wild mammals analyzed, 13 (5.64%) revealed antibody against
leptospirosis. Molecular analysis with animals samples, and serology from staff were
all negative. Results indicate that the leptospiral infection occurs at the PZMQB but
wild animals probably do not act as reservoir and source of infection of leptospirosis

to other animals and humans.

Key words: wild animals, leptospirosis, MAT, zoonosis.

Introduction

About 75% of emerging infectious diseases in humans are zoonosis. The
raise of human-animal and its products interdependence might be the most critical
risk factor to human health and well-being in relation to infectious diseases
(AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2008). Parallel to ecological
alterations caused by human in the environment there is the exponential increase of
the conflict human x wild animal taking to exposition to new infectious agents

(AGUIRRE and TABOR, 2008).

Leptospirosis is considered a wide worldwide zoonosis, present in all
continents, except Antarctic (ADLER and MOCTEZUMA, 2010) highlighting among
emerging and re-emerging diseases (LANGONI, 1999; BHARADWAJ, 2004). More
than 500 thousand cases of severe leptospirosis are reported annually (BOURHY et

al., 2010).
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The disease is caused by Spirochetales order bacterium, Leptospiraceae
family, Leptospira gender (LEVETT, 2001). In 2007, taxonomy was reformulated and
leptospiras species were divided into 13 pathogenic species (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. wolffi) and six
saphropitic (L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L.

wolbachii) (ADLER and MOCTEZUMA, 2010).

Pathogenic species are classified in serogroup composed of more than 200
serovars, based on antigenic characteristics through microscopic agglutination.
Serotyping has been recognized as an essential tool in clinic and epidemiological
investigations and it can indicate the reservoir involved in the disease transmission

(KO et al., 2009).

Leptospirosis can be transmitted directly through the contact with secretions,
blood or urine of infected animals or indirectly through the contact with water
contaminated mainly with urine of carriers (BHARTI et al., 2003). Many domestic and
wild animals get infected becoming renal carriers and potential shedders of the agent
in the environment by the urine (SHARMA et al., 2003). Evidence of the state of
Leptospira spp. renal carrier has been demonstrated in all researched mammals,
and this fact is a central component on the persistence and epidemiology of

leptospirosis (ADLER and MOCTEZUMA, 2010).

Although some serovars are associated to a determined serovar, all animals
are susceptible to infection by any serovar (BHARTI et al., 2003). Wild animals are

susceptible to a range variety of serovars of Leptospira spp. (FAINE et al., 1999;
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ULLMANN et al., 2007; SILVA et al., 2008; ZETUN et al., 2009; LANGONI et al.,

2009; FORNAZARI et al., 2010).

Leptospirosis diagnosis is complex and can be done directly through
visualization under dark field microscopy, isolation in culture medium or biological
models, staining and molecular techniques, and indirectly by serologic tests as
microscopic  agglutination test (MAT), considered the gold standard test and

immunoenzimatic test (ELISA) (FAINE et al., 1999).

There are 127 zoo parks in Brazil with 32 in Sdo Paulo State. Besides
conservationist role, they assume importance in environmental and education and

the knowledge of the native and exotic species.

Captive environment allows improving diagnosis techniques and they are
important source of information due to the wide species variety and the facilities on
animal handling comparing to field studies. Infectious diseases studies, especially
zoonotic ones must be performed in captive to know the epidemiology of these

diseases in such places improving control and prevention measures.

Almost all young mammals and marsupials are susceptible to leptospirosis.
Leptospiral seroprevalence studies were performed in some zoos in Brazil including
Rio de Janeiro Zoo (LILENBAUM et al., 2002), Sdo Paulo Zoo Park Foundation
(CORREA et al., 2004a), Bela Vista Sanctuary (GUERRA-NETO et al., 2004),
Uberaba Zoo (ESTEVES et al., 2005), Aracaju Zoo (PIMENTEL et al., 2009),
Ribeirdo Preto Zoo (SILVA et al., 2010) and at Korean Municipal Zoo (JUNG et al.,

2007) and Chapultec Zoo (LUNA-ALVAREZ et al., 1996).
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Only one experimental study was performed with capybaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) revealing this rodent as reservoir of leptospires (MARVULO et al.,

2009).

The aim of the present study was to evaluate the situation of leptospirosis at
the “Quinzinho de Barros” Municipal Zoo Park, known as Sorocaba Zoo, analyzing
serum, blood, urine and tissues samples from captive mammals and synantrpoic
animals caught at the park through different diagnosis methods. Besides anti-
Leptospira spp. antibodies were researched in samples from zoo staff and an

epidemiological inquiry was performed to evaluate infection risk factors.

Material and Methods

Sampling was performed during veterinary routine at Sorocaba Zoo,
Sorocaba, Sdo Paulo State, in the period from 2007 to August 2010 totalizing 229
serum samples from 43 species of captive mammals, 35 total blood samples from 15
species of captive mammals, five urine samples from four species of captive
mammals and tissue samples from four wild animals that died at the zoo. Thirty
serum samples from zoo staff were also collected and tested against the presence of

antibodies to Leptospira spp.

Blood samples were collected by venipuncture (jugular or femoral vein),
centrifuged at 1600 G for 10 minutes, and the sera were kept at -20°C until
serological tests were performed. Urine samples were collected by cystocentesis
and immediately 0,5mL were inoculated in dilution solution with antimicrobial, at

proportion 1:5 and 0,5mL of this suspension was diluted in 4,5mL (10™") of buffered
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solution pH7.2 and serial dilutions were made until 10° and 0,5mL of the three last
dilutions were inoculated in Fletcher semisolid medium. Tubes were evaluated
macroscopically to verify the presence of Dinger ring and microscopically to verify
the presence of spirochaetes weekly for two months. Still, 0,5mL were neutralized
with buffered saline pH7.2 at proportion 1:1 in microtube. Samples were kept at 4°C
until being centrifuged at 11000g for 5 minutes to eliminate residuals, and then,
were resuspended in RNAsis and DNAsis free microtube kept at -80°C until DNA

extraction be performed.

Extraction of blood and urine samples were performed using kit lllustra blood
genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and from tissue
samples kit lllustra tissue & cells genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) was used. To DNA amplification specific primers to a
fragment of /lipL32 gene from pathogenic species genome (STTODARD et al.,
2009) were wused and their nucleotidic sequences were: LipL32-45F

AAGCATTACCGCTTGTGGTG; LipL32-286R GAACTCCCATTTCAGCGATT.

Amplification were made in MasterCycler gradient (Eppendorf). Final volume
of reaction was 25 uL. Reaction mix was included 50 mM of KCI, 10 mM of Tris-HCI
(pH 8,0), 1.5 mM of MgCl,, 1 uM of each primer (LipL32-45F e LipL32-286R), 200
MM of each dNTP (dATP, dTTP, dCTP and dGTP) and 1 U of Taq Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Mix volume was corrected with ultra-
pure water to a final volume of 23 pL and then 2 pL of extracted DNA (10ng) was
added. The first cycle was denaturation at 94 °C for 3 minutes, primers annealing at a
63 °C for Tminute and extension at 72°C for 2 minutes. The 30 following cycles were:

denaturation at 94°C for 1 minute, primers annealing at 63°C by 1minute and
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extension at 72°C for 2 minutes. One final step at 72°C for 10 minutes resulted in full
primers extension. This reaction generated PCR products of 285bp. All reactions
were followed by negative and positive controls. Eletroforesis was performed to
identify positive and negative samples.

Leptospirosis serology was performed using the gold-standard serological test
microscopic agglutination test (MAT) using 29 live antigens for antibody detection.
Antigens were maintained in EMJH (Ellinghausen-MacCullough-Johnson-Harris)
medium supplemented with filtered and inactivated rabbit serum and used in about
14 days of culture. It was considered reagent samples with titer equal or superior to
100.

An epidemiological inquiry was performed to evaluate the risk factors of
infection including characteristics as animal origin (free-ranging or captive), gender,
age, presence of domestic and synantropic animals in cages and kind and
availability of feeding. The association between epidemiological variables and
serological results were analyzed by Chi-square and Fischer's exact tests,
considering a = 0,05 (TRIOLA, 2005). All tests were performed in Epilnfo™ v.3.5.1

program.

Results

Out of 229 serum samples from 43 mammals species kept in captive at
Sorocaba Zoo, 13 (5.67%) were positive to one or more leptospires serovars, with
titer ranging from 100 to 1600 U, considering as cut-off titer 100. Positive animals

with their respective serovars and titers, as the number of specimens by species are
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in Table 1. Some of animals had more than one sample and they were included in

the study.

Out of 14 non-human primates species analyzed, individuals from four
species were reagent including: one adult, free-ranging black howler monkey; two
white faced spider monkey, one female and other male, both adult and free-ranging;
one male, free-ranging Woolly spider monkey, serologically positive to serovar
Bratislava in 2007, and after 2.5 years, in 2009, was negative; and one male,

juvenile Woolly monkey.

Among carnivores, one female, adult, free-ranging crab-eating fox had titer
200 to serovar Sentot and after two months titer to the same serovar was 100; one
adult, female, free-ranging maned wolf had titer 100 to serovar Canicola, one male,
adult, born in captive coati had titer 100 to serovar Canicola and other male, adult,
free-ranging coati had titer 100 to serovar Copenhageni; and one female, adult, free-

ranging jaguarundi had titer 100 to serovar Sentot.

Among Peryssodactyla, one female, adult, captive born tapir showed titer
1600 to Pomona and Icterohaemorrhagiae serovars in 2007 sampling and in paired
serology performed in 2009, titers to the same serovars were 100 and 400,

respectively.

Whole blood, urine and tissue samples submitted to PCR were negative to
leptospires. The same way the only urine sample cultivated in Fletcher medium was

negative.

Antibodies against Leptospira spp. research in zoo staff serum samples were

negative to all tested serovars. This staff plays different kind of work at the zoo
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including cleaning and general services, keepers from different park sections,

biologists, veterinary doctors and a municipal police.

The level of knowledge of leptospirosis was evaluated by an inquiry applied to
41 of them and it can be considered medium. They answered questions related to
etiological agent that causes the disease, transmission way, reservoir concept,

human and animal vaccine availability, symptomatology and risk factors to infection.

Discussion

Although professional efforts to keep a rigorous health management
zoological environment is propitious to many agents spread including zoonotic ones
(FOWLER, 1993). Leptospirosis has re-emerged in many world regions mainly in
tropical countries, as Brazil. This fact added the high Brazilian biological diversity
must encourage studies about leptospiorosis in wild animals, once few is known

about the role of these animals in the epidemiology of this disease.

Leptospirosis prevalence in mammals from Sorocaba Zoo was 5.67%
considered low when compared to those found in other Brazilian zoological parks as
37.7% at the Rio de Janeiro Zoo (LILENBAUM et al., 2002), 19.5% at the Sao Paulo
Zoo (CORREA et al., 2004), 49.5% at Bela Vista Sanctuary (GUERRA-NETO et al.,
2004), 10.2% at the Uberaba Zoo (ESTEVES et al., 2005), 12.5 at the Aracaju Zoo
(PIMENTEL et al., 2009) and 26.5% at the Ribeirdo Preto Zoo (SILVA et al., 2010a).
Prevalences of 52% and 25% were found at the Chapultec Zoo in Mexico (LUNA-
ALVAREZ et al., 1996) and at the Korean Munucipal Zoo (JUNG et al., 2007),

respectively.
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The most common serovar was Icterohaemorrhagiae, found in 25% of the
seropositive animals, different from observed at the Rio de Janeiro Zoo, where from
29 positive samples, 27 reacted to serovar Copenhageni and only one to serovar
Icterohaemorrhagiae, both from the same serogroup (LILENBAUM et al., 2002). At
the Sao Paulo Zoo, from 59 positive animals, 15 reacted to serovar Copenhageni, 13
to Pomona and 10 to Castellonis (CORREA et al., 2004). Copenhageni and
Icterohaemorrhagiae serovars belong to the same serogroup, Icterohaemorrhagiae,
and they are the most prevalent serovars in Brazilian urban centers (PEREIRA et al.,
2000). Canicola, Icterohaemorrhagiae and Andamana serovars were the most
frequent at Uberaba Zoo (ESTEVES et al., 2005) and Canicola, Icterohaemorrhagiae
and Panama, as well as Patoc (non pathogenic) serovars were the most frequent at
Ribeirdo Preto Zoo (SILVA et al., 2010). In all studies there were reagent animals to
serovars that have rodents as reservoirs, highlighting the importance of rodent
control in zoo parks, inserted mostly in urban centers, where rodents are abundantly

spread.

Among samples from 43 mammal species analyzed at the Sorocaba Zoo,
nine (20.45%) showed some positive specimen to one or more leptospires serovars
tested. Specimens from four of 18 non-human primate species were positive at the
Rio de Janeiro Zoo (LILENBAUM et al., 2002), similar to the present study results
where specimens of four out of 14 species analyzed were positive. In the study
performed at the Uberaba Zoo, none out of three species analyzed was positive
(ESTEVES et al., 2005). At the Sergipe Zoo, specimens from two species were

positive (PIMENTEL et al., 2009).
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Seroprevalence results are variable among different zoological parks, as well
as among different animal species of zoo squad, even from the same species or
specimen. The multiple etiology of leptospirosis, the reservoirs role and environment
contributes to that making seroepidemiological studies important to understand the

etioepidemiology of leptospirosis.

Only one specimen of maned wolf out of two analyzed were positive to
Canicola serovar at the Sorocaba Zoo and other paired samples analyzed during the
period of study were negative, only indicating contact with leptospires, probably from
the environment. At the Uberaba Zoo, the unique maned wolf analyzed was positive
to Grippothyphosa serovar (ESTEVES et al., 2005) and three out of four specimens

analyzed at the Rio de Janeiro Zoo were positive (LILENBAUM et al., 2002).

Two out of 10 crab-eating foxes were seropositive to Sentot serovar from
PZMQB, 4/5 from Rio de Janeiro Zoo (LILENBAUM et al., 2002), 1/2 to
Gryppotyphosa serovar from Uberaba Zoo (ESTEVES et al., 2005) and the unique
specimen from Sergipe Zoo was positive to Copenhageni serovar (PIMENTEL et al.,

2009).

Two of five coatis from Sorocaba Zoo were positive, similar to Rio de Janeiro
Zoo results, where 3/7 was positive (ESTEVES et al., 2005) and different from two

negative coatis at the Sergipe Zoo (PIMENTEL et al., 2009).

One of four jaguarundis from Sorocaba Zoo was positive. Felids were
serologically analyzed against Leptospira spp. antibodies at the Rio de Janeiro Zoo
after the occurrence of one clinical case in a puma (Puma concolor), and 1/2

jaguarundi was positive (LILENBAUM et al., 2004). The performed study with 359
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felids from 41 cities from Sao Paulo, Minas Gerais and Rio de Janeiro states showed

46 positives. However none jaguarundi was analyzed (GUERRA-NETO, 2006).

Wild felids usually are not included at the diagnosis and prevent routine of
leptospirosis because veterinary doctors assume they are refractory (LILENBAUM et
al., 2004). Nevertheless felids can be infected and seroconvert besides they rarely

show clinical form of the disease (LANGONI et al., 1998).

Serological results found in tapirs must be highlighted because the positive
samples belong to the same animal, collected in an interval of 2.5 years. None tapir
that inhabit the same enclosure was positive what indicates that the positive animal
must not act as reservoir in this environment. Titers found in the second sample can
be residual or new expositions to the agent occurred among the obtaining the first
and second sample. In domestic animals antibodies titers decrease and many times
disappear around six months, and this animal kept titer, although in lower levels for
more than two years. There is no study in relation to anti-leptospiric antibodies
titration and titers maintenance in wild animals to a deeply discussion. At the Rio de
Janeiro Zoo the unique tapir specimen analyzed was negative to tested serovars

(LILENBAUM et al., 2002).

Besides the Woolly monkey that had titer 400 to Icterohaemorrhagiae serovar,
other non-human primates and carnivores analyzed showed low titers what indicates
contact with infectious agent, considered normal in captive environment where many
species from different areas cohabitate facilitating infectious diseases transmission
among captive animals. This evidences the importance of surveillance actions

including quarantine to animals that will be introduced at the park.
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Epidemiological analysis correlation with serological obtained results was not
statistically significant with exception to synantropic wild animals in the enclosures,
where free-ranging birds and non-human primates were seen. Besides the few bird
importance to leptospirosis, recent studies demonstrate seropositivity in birds kept in
captive at the Ribeirdo Preto Zoo (SILVA et al., 2010). However besides the

significant statistic difference authors believe that there was a coincidence.

Spiroquete isolation from urine is complex by the low growing, presence of
contaminant agents, disease phase and due to the intermittence of leptospire
shedding (ADLER and MOCTEZUMA, 2010). Although only one urine sample had
been cultivated resulting negative added the low seroprevalence found at the
Sorocaba Zoo it is suggested that wild mammals do not act as source of infection in
the studied place. Due to the protocol used to urine samples to PCR analysis a small
number of samples was obtained. Primers used to molecular study were specific to
pathogenic leptospira species and they amplified a fragment of /ipL32 gene

(STTODARD et al., 2009).

In the present study serologic, microbiologic and molecular methods were
combined to attempt of know the epidemiology of leptospirosis at the zoological park,
what is recommended due to the complementarity of techniques (KEE et al., 1994;

KOSITANONT et al., 2007).

All serum samples from Sorocaba Zoo staff were negative at MAT, equal
result found at the Uberaba Zoo staff (ESTEVES et al., 2005) and Ribeirdo Preto
Municipal Park staff (SILVA et al., 2010), what can occurred due to the fact of

captive wild animals do not act as reservoirs and implemented preventive measures
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used by them to prevent transmission besides activities developed in animals

enclosures.

In relation to the epidemiologic inquiry applied to zoo staff, rat was
incriminated as the main transmissor, what is according to literature (FAINE et al.,
1999). Cat, on the other hand, was assigned by 12 staff (29.27%) and this species is
considered refractory to leptospirosis (LANGONI et al., 1998). Besides the wide
propagation about leptospirosis by media, 36.58% of interviewed do not know the

main symptoms of leptospirosis.

Cats and dogs feces and mosquitoes were assigned as risk factors for
leptospiral infection by 19.51%, 12.19% and 12.19% of interviewed, respectively.
Feces are not considered as important shedding route, contrary to urine.
Leptospirosis transmission is not transmitted by mosquitos’ bite, different from
dengue, other widely released disease that occur n outbreaks in rainfall season
similar to leptospirosis. Most part of interviewed has just elementary education what

can justify the lesser knowledge level.

New studies must be encouraged and performed both with captive as free-
ranging wild animals, not only about leptospirosis but also to other infectious

diseases.

Conclusion

Leptospirosis occurs in captive environment at different levels in many
species as observed in the present study. Low seroprevalence found in captive

mammals, negative results from urine and blood samples at PCR, seronegativity
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found in zoo staff suggest that besides leptospires are present at the park wild
mammals do not act as source of infection to other wild animals and Sorocaba Zoo

staff.
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435 Table 1. Leptospirosis serolgy results in captive mammals from PZMQB. Botucatu, SP,

436  2010.
Species Common Name N n R Serovars (Titer)
Alouatta caraya Black howler monkey 3 3 1/3 BUT(1)
Ateles marginatus White faced spidermonkey 6 6 2/6 ICT (1); COP (2)
Brachytelis arachnoides Woolly spider monkey 5 9 19 BRA(1)
Cerdocyon thous Crab-eating fox 10 14 2/14 SEN(1,2)
Chrysocyon brachyurus Maned Wolf 2 16 1/16 CAN (1)
Lagothrix lagothricha Woolly monkey 3 4 1/4 DJA(1),ICT (4), POM (1)
Nasua nasua Coati 5 11 2/11 CAN (1), COP (1)
Puma yagouarondi Jaguarundi 4 8 1/8 SEN(1)
Tapirus terrestris Tapir 3 4 2/4 POM (4;16), ICT (4; 16)

437  N= Specimens number; n= Samples number; R= Reagent Samples/Samples number. BUT=
438  Butembo; BRA= Bratislava; CAN= Canicola; COP= Copenhageni; DJA= Djasiman; ICT=

439  Icterohaemorrhagiae; POM= Pomona; SEN= Sentot. Titer expressed in 1 x 10°.
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