UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ANTICORPOS PARA Leptospira spp. EM MAMIFEROS
SILVESTRES DO MUNICIPIO DE MONTE MOR, ESTADO DE
SAO PAULO.

ANDRE ANTONIO CUTOLO

Botucatu — SP
2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ANTICORPOS PARA Leptospira spp. EM MAMIFEROS
SILVESTRES DO MUNICIPIO DE MONTE MOR, ESTADO DE
SAO PAULO.

ANDRE ANTONIO CUTOLO

Dissertacdo  apresentada  junto  ao
Programa de Pés-Graduacdo em Animais
Selvagens para a obtencdo do titulo de

Mestre.

Orientador: Prof. Dr Carlos Roberto Teixeira



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Cutolo, Andre Antonio.

Anticorpos para Leptospira spp. em mamiferos silvestres
do municipio de Monte Mor, estado de S&o Paulo / Andre Antonio
Cutolo. - Botucatu, 2019

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina Veterinéaria
e Zootecnia

Orientador: Carlos Roberto Teixeira

Capes: 50500007

1. Gamba. 2. Leptospirose. 3. Campinas, Regiéo
Metropolitana de (SP). 4. Reservatdrios. 5. Sorologia.

Palavras-chave: Gambéa; Leptospirose; Regido Metropolitana de
Campinas; Reservatdério ; Sorologia.




Nome do autor: André Antonio Cutolo

TITULO: ANTICORPOS PARA Leptospira spp. EM MAMIFEROS
SILVESTRES DO MUNICIPIO DE MONTE MOR, ESTADO DE SAO PAULO.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Roberto Teixeira

Presidente e Orientador

Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP — BOTUCATU

Prof. Dr. Felipe Fornazari
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica

FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof. Dr. Caio Henrique Paganini Burini

Médico Veterinario Autbnomo

Data da Defesa: 1 de Novembro de 2019



Agradecimentos

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de

Financiamento 001, a qual deixo meus agradecimentos.

Agradeco ao Prof. Dr. Carlos Roberto Teixeira por me aceitar como seu
orientado, por abrir as portas do Cempas e por todo suporte neste periodo

desafiador de minha vida.

Obrigado a coordenadora do curso de Pds-graduacao em Animais Selvagens,
Professora Dra. Sheila Canavese Rahal, por todo suporte, paciéncia e

compreensao nestes ultimos meses.

Sou grato ao médico veterinario Guido Gomes Wanderley, co-autor deste

trabalho, pelo auxilio direto nas analises soroldgicas dos animais avaliados.

Obrigado ao Professor Dr. Helio Langoni pela parceria neste trabalho, que
concilia saude animal, saude humana e conservacdo da biodiversidade. Seu
trabalho como mestre e pesquisador sempre foi motivo de inspiracdo em minha
vida e certamente contribuiu e ainda contribui muito para que a ciéncia seja

parte integral de quem sou hoje.

Obrigado aos técnicos do Servico de Controle de Zoonoses da Prefeitura de
Monte Mor, instituicdo a qual prestei servicos de 2006 a 2013 como meédico
veterinario, e que auxiliaram diretamente na captura, contencédo, exame clinico,
transporte e devolucdo a natureza dos animais avaliados neste estudo, em

especial ao Paulo Milani Junior e a Anna Karollina Menezes Teodoro.

Obrigado aos residentes, estagiarios e pés-graduandos do Cempas por todo
suporte que me deram quando necessario, em especial aos médicos

veterinarios Luna Scarpari Rolim e Raphael Augusto Baldissera Goncalves.



Obrigado a minha esposa, Patricia de Castro Mendes, pela compreenséo por
minhas auséncias para realizacdo do mestrado.

Obrigado ao meu pai Sergio Cutolo (in memorian) e minha méae Marlene
Aparecida Antonio Cutolo. Sou junto de meus irm&os vosso nome, sangue e
legado. Que eu seja digno da vida que vocés me deram e possa construir uma

historia de vida que lhes traga orgulho e alegria.

Obrigado a todos professores que tive a honra e privilégio de encontrar neste
caminho da vida, que foram exemplos de altruismo e respeito ao préximo, que
me ensinaram a estudar e a aprender, ensinaram o valor do conhecimento, e

gue o conhecimento € libertador. Sem vocés eu nada seria.

Obrigado em especial aos animais, nossos irméaos menores, pela oportunidade
do aprendizado. Nestes tempos de perdas irreparaveis a biodiversidade do
nosso planeta, ndés da espécie humana, temos que aplicar com urgéncia a
ciéncia da conservacao para a preservagcao e recuperacao das populagdes de
animais selvagens. Precisamos deste aprendizado e de mobilizacdo da
sociedade para atingirmos este nobre objetivo. Obrigado por permitir que

cuidando de vocés salvemos a n6s mesmos !



Dedicatéria

Dedico este trabalho a pequena Isabella.
Nosso abencoado pacotinho de alegria e esperanca que chegou no meio desta
jornada.



Sumario

LISTADE TABELAS ...ttt e e e e e e e e e I
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e eaas I
RESUIMIO . et e e e e e e e eaas "
Y o 1 4 = T3 PP v
INTRODUGAO ..ottt enn, 1
REVISAO DA LITERATURA ..ottt 4
=T ] Lo o | = WP 4

= oY To [=T0 01 T0] [o Yo |- S 4
LeptoSpPiroSe HUM@ANA ...........uuiiiii e 7
Leptospirose em Animais DOMESTICOS .......coiviiiiiiiiiiiiie e 8
Leptospirose em Animais Selvagens ... 10
OBUJIETIVO GERAL oo e e e s 12
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 12
MATERIAL E METODOS .....ocoiiiiiteceecteee et ste ettt ettt 12
Caracteristicas do municipio de eStudo .........cccooeeeiiiiiiiiiiiii e, 12
Obtencdo das amostras de SANQUE ...........ceuueiiiiieeeeeeieiiiiie e 15
Processamento laboratorial ... 15
ANALISE ESTAtISTICA ......ceiieieeeeieee e 20
RESULTADOS ..ottt et et e e e e e e e e e e e ean e eeaaaees 21
DISCUSSAOD .....oiiiiieieiieete ettt ettt 29
CONCLUSOES .....cooiieieiiii sttt 41
REFERENCIAS ......oouiitiieeete ettt ettt 42

TRABALHO CIENTIFICO ...ttt 52



Lista de Tabelas

Tabela 1. Resultados das andlises sorolégicas de anticorpos para Leptospira
(MAT) de mamiferos silvestres coletados em area antrépica de Monte Mor
conforme espécie, sorovar testado, estacdo do ano, data da coleta, sexo e
idade. Monte MOr, SP, BrasSil........ccuiiiiiii e

Tabela 2. Frequéncia absoluta de animais reagentes e ndo reagentes ao
MAT e prevaléncia de sororeagentes em mamiferos silvestres de area
antropica de Monte Mor, S&0 Paulo, Brasil ............cccoouiiiiiiiiieieiiiiee e

Tabela 3. Sorovares, nimero de animais positivos e titulos de anticorpos
detectados por soroaglutinacdo microscépica (MAT) em soros de mamiferos
silvestres de Monte MOT, SP, BraSil. ...t e e e eeaaees

Tabela 4. Espécies (genomoespécies), sorogrupos e sorovares dominantes,
namero de animais reagentes e titulos de anticorpos detectados por
soroaglutinacdo microscopica (MAT) de mamiferos silvestres de area
antropica do municipio de Monte Mor, SP, Brasil...........ccccoovieeiiiiiiiie i,

Tabela 5. Prevaléncia de Didelphis albiventris reagentes para anticorpos para
Leptospira conforme sexo, estagdo do ano e idade dos animais avaliados
oriundos de é&rea antrépica do municipio de Monte Mor, Sédo Paulo,

23

25

26

27



Lista de Figuras

Figura 1. Cobertura vegetal e hidrografia do municipio de Monte Mor, SP ....... 14

Figura 2. Didelphis albiventris em residéncia de é&rea urbana antes da
(0121 0110 | = TP UPPUTTRRPT 16

Figura 3. Sphiggurus villosus em residéncia em area urbana antes da
(0721 0110 | = VPR 16

Figura 4. D. albiventris contido em interior de residéncia em &rea

81 = 1 = DU 17
Figura 5. S. villosus capturado em quintal de residéncia em area urbana......... 17
Figura 6. Coleta de sangue da veia caudal em D. albiventris.............ccccccceeene 18

Figura 7. Coleta de sangue por punc¢éo intra-cardiaca em S. villosus............... 18



CUTOLO, A.A. Anticorpos para Leptospira spp. em mamiferos silvestres
do municipio de Monte Mor, estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2019. 65p.
Dissertacdo (Mestrado em Animais Selvagens — Clinica, Conservagdo e
Preservacdo) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose potencialmente fatal causada por bactérias do
género Leptospira. Espécies animais hospedeiras adaptadas a sorovares
especificos podem ser portadoras e dispersoras ambientais da bactéria. De
2009 a 2011, 45 mamiferos silvestres (39 gambas Didelphis albiventris, quatro
ouricos Sphiggurus villosus, um ratdo-do-banhado Myocastor coypus e uma
capivara Hidrochoerus hidrochaeris) encontrados por municipes em areas
antropicas de Monte Mor, SP, foram capturados, contidos e tiveram amostras
de soro coletadas para deteccao de anticorpos para Leptospira. As amostras
foram tituladas pela técnica de soroaglutinacdo microscopica (MAT) para
diferentes sorogrupos. Um total de 35,56% (16/45) animais foram reagentes
para presenca de anticorpos para Leptospira para um total de 11 sorogrupos
diferentes. O sorovar dominante mais frequente, dentre os 12 identificados, foi
o Icterohaemorrhagiae (6/16), seguido de Gryppotyphosa (4/16) e Pyrogenes
(2/16). Didelphis albiventris, espécie mais abundante no estudo, apresentou
uma prevaléncia de 35,9% (14/39) de anticorpos para Leptospira, enquanto S.
villosus teve 0% (0/4) e M. coypus (1/1) e H. hidrochaeris (1/1) 100%. Dentre os
Didelphis albiventris avaliados, houve maior frequéncia de reatividade
sorologica a Leptospira interrogans, sorogrupos lcterohaemorrhagiae, com
35,71% (5/14) e Gryppotyphosa com 28,57% (4/14), indicando contaminagéo
ambiental por tais leptospiras e a possibilidade de exposicéo e infeccdo de

humanos e animais domésticos para tais bactérias na area estudada.

Palavras-chave: Leptospirose; Gamba; Sorologia; Reservatorio, Regido
Metropolitana de Campinas.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a potentially fatal zoonosis caused by Leptospira bacteria.
Some animal host species are adapted to specific serovars being potential
carriers and environmental dispersers. From 2009 to 2011, 45 wild mammals
(39 opossums Didelphis albiventris, four porcupines Sphiggurus villosus, one
coypu Myocastor coypus and one capybara Hidrochoerus hidrochaeris) found
by citizens in anthropic areas of Monte Mor municipality were captured,
contained and had sera samples collected for Leptospira antibody detection.
The samples were titrated by the microagglutination technique (MAT) for
different serogroups. A total of 35.56% (16/45) animals were reactive for
Leptospira antibodies for 11 different serogroups. The most frequent serovar,
among the 12 identified, was Icterohaemorrhagiae (6/16), followed by
Gryppotyphosa (4/16) and Pyrogenes (2/16). Didelphis albiventris, the most
abundant species in the study, had a prevalence of 35.9% (14/39) for
Leptospira antibodies, while S. villosus had 0% (0/4), M. coypus (1/1) and H.
hydrochaeris (1/1) 100%. Among the seropositive D. albiventris, 35.71% (5/14)
and 28.57% (4/14) seroreacted for Leptospira interrogans species, serogroups
Icterohaemorrhagiae and Gryppotyphosa respectively, indicating environmental
contamination by these bacteria and the possibility of exposure and infection of

humans and domestic animals in the studied area.

Key words: Leptospirosis; Opossum; Serology; Reservoir; Campinas

metropolitan region



INTRODUCAO

Atualmente a populacdo mundial humana ultrapassa 7 bilhdes de
habitantes. Uma demanda crescente por recursos naturais para suprir
necessidades basicas de &gua, alimento, moradia, transporte e lazer da
espécie Homo sapiens tem cada vez mais impactado negativamente no
equilibrio ambiental do planeta Terra (HARARI, 2015).

Mudancas climaticas causadas pelo crescente aumento ha
emissao de carbono para a atmosfera; as perdas aceleradas de biodiversidade
levando a um numero exponencial e inédito de extingdes recentes; a
acidificacdo dos oceanos; a poluicdo ambiental como o excesso de deposicéo
de compostos nitrogenados sintéticos no ambiente, a producdo e deposicado
ambiental de substancias téxicas como plasticos de dificil degradacédo natural,
a poluicdo atmosférica com emissdo de aerossois de poeira e fuligem, de
gases como o clorofluorcarbono que danifica a camada de ozdnio atmosférica,
sao efeitos diretos da ocupacédo da Terra e do uso dos recursos naturais de
nosso planeta pela humanidade, que coloca em risco a homeostase da biosfera
e, consequentemente, o futuro da prépria espécie humana, parte integrante da
mesma (LYNAS, 2012).

O aquecimento global é ameaca real para a biodiversidade do
planeta, tanto para a sobrevivéncia de espécies animais (FORTINI et al., 2015)
como vegetais no longo termo (JOLY et al., 2014). Muitas populacdes
selvagens de vertebrados e invertebrados vém sendo extirpadas do planeta,
ocorrendo extingdes em massa e em velocidade altissima, apesar dos esforcos
de diferentes instituicbes e entidades preservacionistas (BUTCHART et al.,
2010).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, ja
gue possui em seu extenso territorio diferentes ecossistemas e biomas, como o
cerrado e a mata atlantica, que estdo sob elevada pressdo antrOpica, com
consideravel e progressiva reducédo de tamanho em suas areas de cobertura
original (BRASIL, 2019). A mata atlantica brasileira, considerada a mais antiga
e mais biodiversa floresta da América do Sul, possui hoje aproximadamente
7,6% de sua cobertura vegetal original, quando comparado ao periodo pré-
descobrimento (JOLY et al., 2014).



As populagbes de animais selvagens em seus ecossistemas
nativos enfrentam um desafio crescente para sua sobrevivéncia a curto, médio
e longo prazo. A diminuicdo e fragmentacdo dos habitats naturais causa
diferentes impactos nos ecossistemas como a reducéo de area propicia a vida,
reducdo da oferta de alimento, abrigo e locais de nidificacdo, isolamento de
populacées levando a reducdo da variabilidade genética e seus efeitos
adversos como a maior susceptibilidade as enfermidades genéticas,
infecciosas, parasitarias, toxicologicas, naturais, com potencial impacto em sua
fertilidade e sobrevivéncia como espécie (DENNER e YOUNG, 2013).

A medicina da conservacdo tem como papel atuar na
compreensao dos fendbmenos, que afetam a sanidade das populacfes animais
selvagens visando a manutencédo destas saudaveis e passiveis de perpetuacéo
per se no longo prazo, em seu meio natural nativo (DENNER e YOUNG, 2013;
CUBAS et al. 2014).

Assim a busca por informacdes bioldgicas junto as populacdes
selvagens e a capacitacdo de recursos humanos para 0 manejo desses
animais € de valor imenso, possibilitando melhor compreenséao e divulgacéo da
situacdo sanitaria que possuem, permitindo ac¢des visando a recuperacao
potencial de populacdes, acarretando na protecdo e manutencédo do patrimonio
natural faunistico brasileiro e mundial (CUBAS et al., 2014).

A fauna selvagem esta presente no meio antropico e as matas
ciliares de cursos d’agua formam corredores naturais para o deslocamento de
animais selvagens (CORBO et al., 2012). Pequenas areas verdes como pracas
e pomares, sao capazes de manter populacbes de pequenos vertebrados que
acabam por interagir direta ou indiretamente com o ser humano e seus animais
domésticos e, consequentemente, podem servir como elo epidemioldgico entre
o0 ambiente antrépico com o meio selvagem mais preservado, quando transitam
de um meio mais alterado para um menos influenciado pelo homem (CUTOLO
et al., 2014b). Assim existe um sistema dindmico de interacdo entre diferentes
especies vertebradas e invertebradas, que circulam em diferentes paisagens
possibilitando o transito de microrganismos potencialmente patogénicos
(TEODORO et al., 2019).

Tem-se como exemplo real e contemporédneo 0 surto zoonotico

generalizado de febre-amarela ocorrido no Brasil desde meados de 2016 até a



atualidade. A doenca é uma arbovirose causada por um Flavivirus
originalmente restrito ao ambiente silvestre sendo transmitido por mosquitos
culicideos a macacos, passando a atingir seres humanos visitantes de areas
silvestres ou rurais, com risco potencial de atingir o ambiente urbano e iniciar
epidemias nas cidades onde o vetor Aedes aegypti pode servir como principal
transmissor. Além disso, vem dizimando populacfes inteiras de macacos
selvagens, especialmente bugios, como os dos parques publicos da cidade de
Sao Paulo (FIORAVANTI, 2018; CUNHA et al., 2019)

A vigilancia de enfermidades parasitarias e infecciosas em
animais selvagens que habitam ou visitam areas antrépicas é importante uma
vez que permite conhecer 0 risco sanitario para as proprias espécies
selvagens, além do papel indicador do nivel de contaminacdo ambiental que
podem apresentar para determinados patdégenos, como para as bactérias do
género Leptospira, servir como sentinelas sorolégicas para o risco de infeccéo

humana e de animais domésticos de companhia e/ou pecuério (WHO, 2003).



REVISAO DA LITERATURA

Etiologia

Leptospiras sdo bactérias espiroquetas aerébias obrigatérias, que
possuem aproximadamente 0,1um de diametro e 6 a 20 um de comprimento,
podendo ser sapréfitas ou patogénicas, pertencendo ao género Leptospira,
familia Leptospiracea e ordem Spirochaetales (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

Atualmente existem ao redor de 20 espécies de Leptospira. Nove
consideradas patogénicas (L. alexanderi, L. alstonii, L. kmetyi, L.
borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai e L.
weilii), seis consideradas intermediarias (L. wolffii, L. inadai, L. fainei, L.
licerasiae e L. broomii) e seis consideradas apatogénicas ou saprofitas (L.
terpstrae, L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. vanthielii e L. wolbachii),
incluindo mais de 300 sorovares, agrupados em aproximadamente 20
sorogrupos (PICARDEAU, 2013)

A classificacdo das mesmas em sorovares se da por
caracteristicas fenotipicas das bactérias, por meio da expressao de epitopos
expostos na superficie da membrana externa da célula bacteriana, na forma de
um mosaico de antigenos lipopolisacarideos (LPS), sendo a composicdo dos
mesmos variada em funcéo dos acgucares que os compdem e na configuracdo
dos mesmos. Espécies patogénicas sao agentes etioldgicos da leptospirose no
ser humano e animais vertebrados (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

Epidemiologia

A leptospirose é uma doenca sistémica, de humanos e animais,
sendo assim uma zoonose. Tem distribuicdo mundial e a maioria dos casos
humanos esta localizada em areas tropicais e mais pobres do planeta
(PICARDEAU, 2013; BRASIL, 2014).

A leptospirose € uma zoonose de elevada incidéncia no Brasil,
com uma meédia de 13.000 casos suspeitos notificados por ano, sendo 3500
confirmados e letalidade média de 10,8% entre os casos confirmados. Atinge,

em sua maioria, pessoas na faixa etaria produtiva, dos 20 aos 49 anos. A



média de internacdes de pacientes chega a 75 %, mostrando a gravidade da
maioria dos casos detectados pelo sistema de vigilancia (BRASIL, 2014).

No Brasil, a doenca ocorre em todo o territério nacional, durante
todos os meses do ano, principalmente nos meses chuvosos, favorecendo a
ocorréncia de surtos. Em &reas urbanas, principalmente nas capitais e regides
metropolitanas, apresenta uma maior prevaléncia da doenca, devido as altas
aglomeracdes populacionais de baixa renda, que vivem a beira de coérregos,
em locais com infra-estrutura sanitaria precaria, sujeitas a enchentes e com
infestacOes de roedores, que sdo fatores que predispéem ao aparecimento de
pacientes com leptospirose (ARAUJO, 2011; BRASIL, 2014).

A doenca tem diferentes caracteristicas epidemiolégicas, podendo
ser endémica durante todo o ano com um coeficiente médio de incidéncia de
1,9/100.000 casos; aparecer como surtos localizados associados a enchentes
em comunidades pobres, surtos em populacdes rurais, especialmente em
plantadores de arroz e associada a desastres naturais com inundacées em
grande escala (LEVETT, 2001), como ocorrido no Acre em 2006 e Santa
Catarina em 2009, com mais de 400 casos humanos diagnosticados em cada
evento (BRASIL, 2014).

A doenca pode ter carater ocupacional mais marcante em paises
desenvolvidos ocorrendo em agricultores e pecuaristas (ordenhadores e
criadores de suinos), veterindrios de abatedouro (LEVETT, 2001; ADLER e
MOCTEZUMA, 2010), trabalhadores com contato direto com redes de esgoto,
mineracdo, cacadores, pessoal envolvido com atividades de corte de arvores,
controle de roedores, piscicultura, armazéns e portos, além de soldados em
atividades de campo, também teriam maior risco de apresentarem leptospirose.
Pessoas expostas a atividades esportivas e de lazer associadas ao meio
aquatico ao ar livre e em areas naturais também estdo mais predispostas ao
risco de infecgéo por Leptospira (LEVETT, 2001; WASINSKI e DUTKIEWICZ,
2013).

No estado de S&o Paulo de 1986 a 2016 foram diagnosticados
21.314 casos humanos de leptospirose, com registro de 2577 6bitos e uma
taxa de letalidade de 12,09% para o periodo (CVE, 2017).

O sorogrupo de Leptospira mais importante associado aos casos

humanos de leptospirose € o Icterohaemorrhagiae, correspondendo a mais de



50% dos mais de 9 mil casos diagnosticados por sorologia pelo Instituto Adolfo
Lutz de S&o Paulo de 1969 a 1997 (ROMERO et al., 2003).

Parte dos casos diagnosticados para o territorio paulista foram
oriundos da regido metropolitana de Campinas, que inclui o municipio de Monte
Mor - local alvo do presente estudo - e outros 41 municipios paulistas. No
estado de S&o Paulo contabilizou-se no periodo de 1998 a 2016, dentre um
total de 4.325.343 habitantes, 1766 casos humanos diagnosticados de
leptospirose. Considerando-se o periodo de 2007 a 2016 foram 1010 casos
diagnosticados da enfermidade e 78 6bitos, havendo uma taxa de letalidade de
7,02% (CVE, 2019).

Com relacdo ao municipio de Monte Mor, quatro casos humanos
foram diagnosticados nos ultimos 10 anos (SINAN, 2019). A circulacdo de
leptospiras no municipio também foi constatada pela identificacdo de
anticorpos para Leptospira em populacdo de equideos no ano de 2011, quando
uma acdo de avaliacdo sanitaria realizada pelo Servico de Controle de
Zoonoses do municipio foi realizada (CUTOLO et al., 2014a).

Observou-se que de 61 equinos avaliados, 24 foram reagentes
para anticorpos para Leptospira com uma prevaléncia de exposicao de 39,34%.
Destes, 11 (45,83%) animais tiveram titulos mais altos reagentes para o
sorogrupo Icterohaemorrhagiae, mostrando a importancia do contato destes
hospedeiros direta ou indiretamente com urina de roedores. O sorogrupo
predominante, o contato proximo compartilhando espa¢cos comuns e o manejo
frequente de equinos pelos seus proprietarios mostra o potencial risco da
populacdo humana local para a leptospirose grave, mostrando o papel
sentinela dos equinos da area para a contaminacao ambiental para leptospiras
(CUTOLO et al., dados néo publicados).

A infeccdo humana se da principalmente pelo contato de
mucosas ou pele ferida com a urina contaminada de hospedeiros infectados,
roedores em especial o rato de esgoto (Rattus norvegicus), de maneira direta
ou indireta com agua ou solo umido (BRASIL, 2014). Transmissdes inter-
humanas séo raras e sem risco epidemiologico (BRASIL, 2014). Alguns autores
reportam a transmissdo experimental por carrapatos e identificacdo de
Leptospira em carrapatos de vida livre, acreditando assim que o papel vetorial

de carrapatos na transmissdo de Leptospira deveria ser melhor investigado



(WASINSKI e DUTKIEWICZ, 2013). Outros invertebrados como baratas podem
ter algum papel na epidemiologia da leptospirose, uma vez que ja se isolou e
se caracterizou leptospiras oriundas destes insetos (GONZALLES-ASTUDILLO
et al., 2016). Em vertebrados, transmisséo vertical, oral via predacao ou sexual
também podem ocorrer (LEVETT, 2001).

Animais domésticos e selvagens sdo acometidos, muitas vezes
em infec¢cdes sub-clinicas e de carater cronico, sendo mais susceptiveis
bovinos e suinos dentre as espécies de importancia econémica apresentando
problemas reprodutivos como abortos, e cdes que podem apresentar sintomas
clinicos similares ao homem, incluindo morte (WHO, 2003).

Animais podem ser portadores assintomaticos da bactéria,
especialmente se infectados por sorovares aos quais sdo mais adaptados
(Hardjo em bovinos; Bratislava em equinos e suinos; Australis e Pomona, em
suinos; Canicola em cées e Icterohaemorrhagiae em ratos), eliminando-a no
ambiente por meses a anos (LEVETT, 2001). A infeccdo ocasional por
sorovares outros que nao 0s que as espécies hospedeiras estdo adaptadas
podem levar a doenca aguda e mortalidade (LEVETT, 2001; ADLER, 2015).

Leptospirose Humana

Para a afeccdo em humanos os ratos de esgoto (Rattus
norvegicus) sao considerados 0s principais reservatorios de Leptospira
interrogans (IDO, 1916), sendo suinos, bovinos, equinos, ovinos e céaes
reservatorios secundarios (BRASIL, 2014).

No humano é uma doenca infecciosa febril de inicio abrupto, cujo
espectro clinico pode variar desde quadros oligossintomaticos, leves e de
evolugdo benigna a formas graves. A sindrome de Weil, comumente descrita
como ictericia, insuficiéncia renal e hemorragias, € a manifestacao classica de
leptospirose grave. No entanto, a sindrome de hemorragia pulmonar vem
sendo reconhecida como uma forma grave e emergente da doenca. A
letalidade de formas graves de leptospirose é de aproximadamente 10% e
chega a 50% quando ocorre a sindrome de hemorragia pulmonar (BRASIL,

2014). O sorogrupo Icterohaemorrhagiae tem sido relatado em algumas



situagdes como o mais prevalente em infec¢c6es humanas no Brasil (ROMERO
et al., 2003; FELZEMBURGH et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017).

Leptospirose em Animais Domésticos

No cédo a infeccdo pode ser assintomatica, sendo o sorovar
Canicola mantido exclusivamente por cdes (PINTO et al.,, 2017). Quadros
sintomaticos sdo semelhantes aos do humano, podendo haver formas
anictérica e ictérica da doenga, sendo esta Ultima mais grave, normalmente
associada aos sorovares Icterohaemorrhagiae e Pomona (ADLER, 2015). O
gato doméstico bem como felideos selvagens séo considerados resistentes a
infecgao por Leptospira (ADLER, 2015).

Em bovinos o sorovar mais comum € o Hardjo, sendo Leptospira
borgpetersenii sorovar Hardjo (Hardjobovis) e Leptospira interrogans sorovar
Hardjo  (Hardjoprajitno) comumente identificadas nestes  animais
(MOCTEZUMA et al, 1999). Ambos sorovares da bactéria sdo capazes de
colonizar e persistir no trato genital tanto de vacas como touros, sugerindo-os
como hospedeiros de manutencdo e que a transmissao venérea seja
importante na epidemiologia da doenca nesta espécie (ADLER, 2015).

Normalmente rebanhos com animais infectados cronicamente néo
apresentam sintomas clinicos, porém aborto, natimortos, partos prematuros,
nascimento de neonatos fracos, retencdo de placenta, sao prejuizos
econdbmicos eventualmente encontrados. Sintomas severos podem ocorrer
com infec¢Bes por sorovares Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa,
como febre, anemia hemolitica, hemoglobindria, ictericia, e ocasionalmente
meningite e morte. Em vacas lactantes pequena quantidade de sangue no leite
€ caracteristica da doenca. Em bufalos domésticos as caracteristicas da
doenca parecem ser semelhantes a bovinos (ADLER, 2015).

Em camelideos foram registradas altas soroprevaléncias em
lhamas, alpacas, vicunhas, porém baixa prevaléncia em guanacos.
Dromedarios do norte da Africa e peninsula arabica possuem baixa prevaléncia
soroldgica, porém no Rajastdo, india, tais valores podem chegar a 50%. O
principal problema encontrado neste grupo de ruminantes é o aborto (ADLER,

2015). Interessante notar que mesmo em hospedeiros que habitam areas



desérticas se registra infeccdo por Leptospira, talvez influa na epidemiologia
das infecgbes o manejo doméstico pelo homem, fato que ndo ocorre por
exemplo com os guanacos, exclusivamente selvagens (ADLER, 2015)

Ovinos e caprinos possuem baixos valores de soroprevaléncia
quando comparados a bovinos e suinos (WHO, 2003). Em ambas espécies 0
aborto pode estar associado a infeccdo por Leptospira. Em ovinos o sorovar
Hardjo também pode permanecer de forma crbnica e sub-clinica em animais
infectados, com eventual ocorréncia de abortos, podendo haver bactérias
presentes de forma permanente no aparelho genital de ovelhas e eliminadas no
sémen de carneiros. Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae sao citadas
por causarem doenca clinica em infec¢des incidentais em ambas espécies
engquanto Australis e Copenhageni foram reportadas em ovinos (ADLER, 2015;
SILVA et al., 2012).

Em suinos trés sorogrupos sdo importantes e mais
frequentemente relacionados a infecgdes por Leptospira: Pomona, Tarassovi e
Australis, sendo infeccbes agudas mais associadas a Icterohaemorragiae,
Grippotyphosa e Canicola (ADLER, 2015). Pinto et al. (2017), em artigo de
revisdo sobre prevaléncia de sorogrupos em estudos realizados na América
Latina encontraram Pomona e Icterohaemorrhagiae como os mais frequentes
nesta espécie.

Com relacdo a infec¢do por Pomona, em granjas onde a doenca €
endémica, normalmente ndo se identifica sinais clinicos e o principal achado se
da na porca prenha infectada com ocorréncia de aborto, natimorto, nascimento
de leitdes fracos ou doentes. Animais recém infectados podem eliminar
Leptospira na urina por periodos maiores que um ano da primo-infeccéo.
Quanto ao sorogrupo Australis, o sorovar Bratislava é o mais prevalente,
especialmente nos Estados Unidos e Europa. Suinos eliminam pouca bactéria
na urina. E importante ressaltar que suinos criados de forma intensiva
normalmente tem poucos individuos com titulos sorolégicos altos e que isso se
daria provavelmente pelo fato da infeccdo ser principalmente venérea,
enquanto suinos criados extensivamente teriam titulos mais altos, pela
provavel associacdo com a infec¢cdo pelo contato com a urina de roedores
infectados por este sorotipo (ADLER, 2015).
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Em equinos é caracteristico o aparecimento de uveite cronica
associada a infeccao por Leptospira, que ocorre de dois a oito meses apos a
primo-infeccdo, e em alguns casos pode levar a cegueira. Pomona (sorovar
Kennewicki) e sorogrupos Grippotyphosa além de Icterohaemorrhagiae,
Autumnalis, Sejroe, Canicola, e Ballum estdo associados a este quadro
(VERMA et al., 2013). Estudos em asininos sao raros, porém acredita-se que o

quadro epidemiolégico seja semelhante ao de equinos (ADLER, 2015).

Leptospirose em Animais Selvagens

Em primatas cativos surtos de leptospirose sdo graves, com
letalidade em primatas do neotrépico como macacos-prego (SZONYI et al.,
2011), macacos-de-cheiro, saguis e micos-lebes (ADLER, 2015), bem como de
primatas do velho mundo como chimpanzés (MINETTE, 1990). Em primatas de
cativeiro o diagnéstico de infeccdo por Leptospira do sorovar
Icterhaemorrhagiae mostra o contato com urina de roedores como fonte de
infecgao principal (MINETTE,1990; SZONY et al., 2011).

A leptospirose € considerada uma das principais causas de
encalhe e mortalidade em pinipedes marinhos, como ledes marinhos da
California, causada principalmente pelo sorovar Pomona (NORMAN et al.,
2008), lobo marinho do norte, elefante marinho e focas comuns (LOFFLER et
al., 2015; ADLER, 2015).

Loffler et al. (2015) reportaram o isolamento de uma nova espécie
de Leptospira tolerante a salinidade (Leptospira brihuegai sp. nov.) do rim de
um filhote de baleia austral (Eubalaena australis) encalhado em praia da
Peninsula Valdez, Argentina, mostrando que esse grupo de bactérias podem
infectar também cetaceos e inclusive serem resistentes a salinidade da agua
do mar.

Tamanduas-bandeira de vida livre (Myrmecophaga tridactila) ja
foram encontrados sororeagentes a anticorpos para Leptospira no Pantanal
brasileiro (MIRANDA et al., 2014), bem como o tamandua-mirim (Tamandua
tetradactila) no estado de Sao Paulo (FORNAZARI et al., 2018). Tatus também
ja foram encontrados sororeagentes (FORNAZARI et al., 2018) inclusive com

isolamento de leptospiras oriundas do trato urinario (VIEIRA et al., 2018).
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Diferentes trabalhos demostraram o papel reservatério de
espécies de mamiferos silvestres para Leptospira spp. ho meio sinantrépico,
com isolamento em cultura dessas bactérias por exemplo de gambas,
capivaras e ratdo-do-banhado (ALBUQUERQUE et al., 2017; CASTRO et al.,
2018; FRATINI et al., 2015; JORGE et al., 2012; MICHEL et al., 2001; SILVA et
al., 2013; VIEIRA e LILEMBAUM, 2017).

Com relagdo a prevaléncia de infeccdo por Leptospira em
mamiferos de vida livre no estado de Sdo Paulo merece destaque o estudo
conduzido por Fornazari et al. (2018) no municipio de Botucatu, com captura de
309 individuos de 16 espécies distintas. Os pesquisadores coletaram sangue e
urina dos animais conduzindo respectivamente teste de soroaglutinacdo
microscopica (MAT) em amostras de soro e real time PCR em amostras de
urina, obtendo respectivamente 11% e 5,5% de positividade, chegando a 16%
se considerado a complementariedade destes resultados. Os sorogrupos mais
comuns foram Djasiman e Australis, enquanto a Lepstopira santarosai foi a
mais prevalente genomoespécie. As trés espécies de mamiferos mais
capturadas foram o gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) com 195
espécimes, quati (Nasua nasua) com 56 individuos e ourico (Sphiggurus
villosus) com 13 individuos coletados. Com relacao a positividade para infeccao
por Leptospira, dez (5%) dos 195 gambas tiveram positividade (sendo trés via
MAT e sete via PCR); 20 (35,7%) dos 56 quatis (15 via MAT e 5 via PCR) e
para os ouri¢cos dois (15,3%) em 13 foram positivos, sendo estes dois animais
reagentes apenas no PCR. Os autores concluiram que uma ampla gama de
espécies silvestres estariam expostas e se infectariam por Leptospira e que
diferentes espécies mamiferas poderiam agir como reservatorios da bactéria,
especialmente 0s quatis e outros carnivoros, enquanto 0s gambas
provavelmente ndo teriam papel importante como reservatérios de Leptospira
na regiao estudada.

Baseado nos dados de literatura mencionados, infere-se que o
contato cada vez mais frequente de animais selvagens com o ambiente
antropico pode favorecer o intercambio de agentes patogénicos entre estes, 0
humano e animais domésticos, com potencial impacto na produtividade

pecuaria, na saude publica e na conservacéo de espécies selvagens.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a exposicdo a Leptospira spp. em animais silvestres em
amostra de conveniéncia de area antrépica do municipio de Monte Mor, estado

de Sao Paulo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a frequéncia de anticorpos para Leptospira spp. em
animais silvestres em area antrépica de Monte Mor;

- Determinar quais 0s principais sorogrupos de leptospiras que 0s
animais silvestres estdo expostos, e consequentemente, 0S que ocorrem na
regiao;

- Determinar qual(is) espécie(s) hospedeiras apresentam maior
frequéncia de anticorpos;

- Comparar os resultados do teste sorolégico com algumas
variaveis obtidas dos animais capturados como espécie, estacao do ano, idade

€ Sexo.

MATERIAL E METODOS

Caracteristicas do municipio de estudo

Monte Mor esta localizado na regido de Campinas (22°56’48”
latitude sul, 47°18’57” longitude oeste, altitude de 560 metros acima do nivel do
mar). O clima é considerado tropical de altitude Cwa. O territério do municipio é
cortado pelo Rio Capivari que pertence a bacia hidrogréfica do Rio Tieté (IBGE,
2010).

O Rio Capivari possui 212 km de extensdo, com sua nascente em
Jundiai e foz em Tieté, passando pelos territérios dos municipios de Campinas,
Capivari, Elias Fausto, Hortolandia, Indaiatuba, Itatiba, Itupeva, Jundiali,
Louveira, Mombuca, Monte Mor, Rafard, Rio das Pedras, Santa Barbara
d’Oeste, Valinhos e Vinhedo, estando em mais de 90% de seu trecho fora dos
padres de qualidade de agua, em especial pelo despejo de efluentes sem
tratamento (COBRAPE, 2019).



13

A populagdo humana estimada no municipio € de 58.508
habitantes e sua area territorial € de cerca de 240 km2 (SEADE, 2019).
Aproximadamente 8,9 km? (3,78%) do territério municipal é coberto por
vegetacgdo nativa, sendo 1,36 km? de mata atlantica semidecidual e 7,5 km? de
capoeira, que se distribui principalmente as margens dos Rios Capivari e
Capivari Mirim, incluindo parte importante da area urbana central do municipio,
conforme ilustrado na Figura 1 (SIFESP, 2019). O Rio Capivari é repleto em
sua extensdo de planicies alagaveis ou varzeas, que sao redutos para a fauna
silvestre (CORBO et al. 2012)

O municipio faz divisa com as cidades de Campinas, Hortolandia,
Santa Barbara D’Oeste, Sumaré, Indaiatuba, Elias Fausto e Capivari,
localizando-se a 122 quilébmetros da cidade de S&o Paulo. Conjuntamente com
outras 18 cidades compde a Regido Metropolitana de Campinas que possui um
total aproximado de 3.200.000 habitantes distribuidos em uma &rea de 3.645,6
km? (IBGE, 2013).



ELIAS FAUSTO

Cobertura Vegetal Area (ha) s
mata 135,92 0,58
caposira 743,35 318
wegetaco ndo classiicada 6,26 0,03
TOTAL 282,06 378
Refiorsstzmento 787 34 1,24
* {em relagio a area do municipic)
Arca 0 municipic: 23.600ha
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HORTOLANDIA

cobertura vegetal

mata

capoeira

vegetacdo ndo identificada
reflorestamento

curso d agua

limite municipal

wias de circulagio

A

area urbana

Figura 1: Cobertura vegetal e hidrografia do municipio de Monte Mor, SP.
Fonte: Adaptado de SIFESP, 2019.
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Obtencéo das amostras de sangue

De dezembro de 2009 a novembro de 2011 mamiferos
encontrados por moradores em areas antropicas (zona rural, zona peri-urbana
e zona urbana) do municipio foram capturados pelo setor de controle de
zoonoses do municipio de Monte Mor.

ApGs captura os animais foram devidamente contidos fisicamente,
examinados clinicamente e amostra de sangue total, variando de 1 a 3 mL, foi
colhida por meio de puncédo de veia caudal ventral ou puncédo cardiaca a
depender da espécie (Figuras 2 a 7). Quando necesséario os animais foram
anestesiados por via intramuscular com associacdo de tiletamina com
zolazepam (Zoletil® 50), na dose de 25mg/kg, anterior a coleta de sangue.
Outras amostras biologicas e parasitas associados aos animais examinados
foram também colhidos quando possivel (CUTOLO et al., 2014b; TEODORO et
al., 2019).

Apos obtencdo do sangue o mesmo foi transferido para tubos
vacutainer sem anticoagulante e centrifugados a 5.000 RPM por 5 minutos para
obtencado do soro que foi congelado e mantido a -20°C até seu processamento
laboratorial. Sexo, idade aproximada e data da captura dos animais foram
registrados quando possivel.

A captura dos animais foi parte integrante das atividades de
rotina do Servigco de Controle de Zoonoses da prefeitura municipal de Monte
Mor e teve aprovacdo do IBAMA SISBIO sob numero 31724-1. O projeto
também foi aprovado pela CEUA da FMVZ da Unesp de Botucatu sob o
namero de protocolo 0115/2019.

Processamento laboratorial

As amostras foram processadas pelo Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, Servico de Diagnostico de Zoonoses, no Nucleo
de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO). Anticorpos para Leptospira spp. no
soro foram detectados e quantificados pela técnica de soroaglutinacéo
microscopica (MAT) e amostras com titulos (T) = 100 foram consideradas

reagentes. Os antigenos usados nos testes estao descritos no Quadro 1.
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Figura 3. Sphiggurus villosus em residéncia em area urbana antes da captura
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Figura 4. D. albiventris contido em interior de residéncia em area urbana.
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Figura 5. S. villosus capturado em quintal de residéncia em area urbana.



Figura 6. Coleta de sangue da veia caudal em D. albiventris.

-

Figura 7. Coleta de sangue por puncao intra-cardiaca em S. villosus.
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Quadro 1. Relacao e identificagdo dos sorogrupos, sorovares e amostras de

Leptospira spp. utilizados no presente estudo.

Genomespécie Sorogrupo Sorovar Amostra
Leptospira interrogans 1.Australis 1A. australis Ballico
Leptospira interrogans 1B. bratislava Jez-bratislava
Leptospira interrogans 2.Autumnalis 2A. autumnalis Akiyami A
Leptospira kirshneri 2B. butembo Butembo
Leptospira borgpetersenii 3.Ballum 3. castellonis Castellon
Leptospira interrogans 4.Bataviae 4A. bataviae Van Tienen
Leptospira santarosai 4B. brasiliensis Na 776
Leptospira interrogans 5.Canicola 5. Canicola Hond Utrecht IV
Leptospira weilli 6.Celledoni 6B. whitcombi Whitcombi
Leptospira kirshneri 7.Cynopteri 7. cynopteri 3552 C
Leptospira interrogans 8.Djasiman 8A. djasiman Djasiman
Leptospira interrogans 8B. sentot Sentot
Leptospira kirshneri 9.Grippotyphosa 9. grippotyphosa Moska V
Leptospira interrogans 10. Hebdomadis 10. hebdomadis Hebdomadis
Leptospira interrogans 11. Icterohaemorrhagiae | 11A. copenhageni M 20
Leptospira interrogans 11B. RGA
icterohaemorragiae
Leptospira borgpetersenii 12. Javanica 12. javanica Veldrat Batavia
46/RA 94
Leptospira nogochii 13. Panama 13. panama Cz 214K
Leptospira interrogans 14. Pomona 14A. Pomona Pomona
Leptospira interrogans 15. Pyrogenes 15. pyrogenes Salinem
Leptospira interrogans 16. Sejroe 16A. hardjo Hardjoprajtino
Leptospira interrogans 16B. wolffi 3705
Leptospira santarosai 17. Shermani 17. shermani LT 821
Leptospira borgpetersenii 18. tarassovi Perepelicin
Leptospira biflexa Andamana 19. andamana CH11
Leptospira biflexa Semaranga 21. patoc Patoc |
Leptospira interrogans Sejroe P. hardjo prajitno Norma
Leptospira interrogans Sejroe M. hardjo mini Neguita
Leptospira interrogans Sejroe C. hardjo ctg CTG
Leptospira borgpetersenii Sejroe B. hardjo bovis L171
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Os diferentes sorovares de Leptospira foram mantidos e
repicados semanalmente em aerobiose, sob temperatura de 28°C em meio de
cultura EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) no Laboratorio do
NUPEZO. Os soros foram diluidos em solucdo de fosfato tamponada (PBS)
(pH 7,6) numa diluicdo de 1:50, misturada individualmente com cada sorovar
de Leptospira disponivel em uma proporcédo de 1:1 e incubados a 28°C por
uma hora. Solucao pura de PBS (pH 7,6) foi utilizada como controle negativo.
As analises de aglutinacdo foram realizadas visualmente em microscopio de
campo escuro (Carl Zeiss®, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha) com
aumento de 100x. As amostras foram consideradas positivas quando 50% ou
mais de leptospiras aglutinaram em uma diluicdo de 102, sendo considerado o
titulo de corte de 100. Amostras positivas foram diluidas na proporcdo de
1:100, 1:200 e 1:400. No caso de reatividade contra mais de um tipo de
sorogrupo/sorovar foi considerado aquele com maior titulo como reagente e na
coincidéncia de valor de titulo sorolégico para mais de um sorogrupo ambos

foram considerados reagentes conforme Fornazari et al. (2012).

Analise estatistica

A prevaléncia foi definida como a quantidade de animais
reagentes dentro do total de animais amostrados para cada espécie e seus
respectivos intervalos de confianga

Para andlise descritiva foi feita a distribuicdo de frequéncia das
variaveis (espécie, estacdo do ano, idade e sexo). O teste de qui quadrado (ou
teste de Fisher) foi utilizado para testar a associacdo entre a prevaléncia de
anticorpos para Leptospira e as variaveis estudadas e possiveis fatores de
risco (estacdo do ano, sexo e idade). As andlises foram realizadas com o
software PROC FREQ (SAS, 2011), considerando-se um nivel de significancia
de 0,05.
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RESULTADOS

Um total de 45 animais, de quatro espécies de mamiferos, foram
submetidos a analise sorologica. Os resultados de cada animal avaliado no
estudo estdo descritos na Tabela 1.

As amostras de animais avaliados consistiram apenas em
marsupiais e roedores, distribuindo-se da seguinte maneira conforme a
espécie: 39 (86,67%) gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris,
Didelphimorphia: Didelphidae), quatro (8,89%) ouricos (Sphiggurus villosus,
Rodentia: Erethizontidae), um (2,22%) ratdo-do-banhado (Myocastor coypus,
Rodentia: Myocastoridae) e uma (2,22%) capivara (Hidrochoerus hidrochaeris,
Rodentia: Caviidae).

Dos animais silvestres avaliados, 16 (35,56%) foram reagentes a
sorologia, apresentando titulo de anticorpos para Leptospira maior ou igual a
1:100 na MAT.

Analisando-se a frequéncia de animais positivos por espécie
avaliada, D. albiventris apresentou prevaléncia de reagentes de 35,9% (14/39),
os individuos avaliados de H. hidrochaeris (n=1) e M. coypus (n=1) foram
reagentes com prevaléncia de 100% para cada e os quatro exemplares de S.
villosus mostraram-se ndo reagentes, com prevaléncia sorologica de 0%. Os
resultados de prevaléncia por espécie avaliada estao descritos na Tabela 2.

Os animais que foram reagentes a prova de soroaglutinacdo
microscopica (MAT) tiveram titulos que variaram de 1:100 até 1:400, com
positividade para 16 sorovares diferentes, conforme ilustrado na Tabela 3, 11
sorogrupos e 4 genomoespécies distintas conforme Tabela 4.

Os 14 dos 39 D. albiventris que foram reagentes apresentaram
positividade para 10 sorogrupos diferentes, sendo Icterohaemorrhagiae o mais
frequente e o sorovar dominante em 5 animais, sendo dois com titulo 1:100,
dois com titulo 1:200 e um animal com titulo 1:400. O segundo sorogrupo mais
prevalente foi Gryppotyphosa com quatro animais reagentes apresentando
todos titulo 1:100. Pyrogenes foi o terceiro sorogrupo mais encontrado nos
soros dos gambas com dois animais com titulo dominante de 1:200. Sete
sorogrupos diferentes ainda foram diagnosticados nos soros dos gambas

reagentes dominantes, todos eles aparecendo em apenas um animal, sendo
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eles Sejroe, Andamana, Shermani e Patoc com titulos 1:200 e Djasiman,
Canicola e Cynopteri todos com titulo de 1:100. Houve animais que reagiram
para mais de um sorovar e na Tabela 1 € possivel identificar os mesmos.

Com relacdo aos roedores que tiveram soros reagentes, o ratao-
do-banhado apresentou titulos de 1:100 tantos para 0 sorogrupo
Icterohaemorrhagiae quanto Cynopteri e a capivara apresentou titulo de 1:100
para trés diferentes sorogrupos sendo eles Canicola, Pomona e Sejroe.

Para D. albiventris, espécie mamifera mais abundante da
amostragem do estudo, foi possivel obtencdo de informacdes referentes a
sexo, idade e estacdo do ano da captura e cruzamento das mesmas com a
reatividade soroldgica para anticorpos para Leptospira, com vistas a eventuais
correlacdes entre as diferentes variaveis. Tais analises se encontram ilustradas
na Tabela 5.

Dentre os 39 D. albiventris capturados 15 eram machos, 13 eram
fémeas e 11 nao foi possivel determinar o sexo. A prevaléncia de reatividade
para anticorpos para Leptospira foi de 40% (6/15) entre os machos, 23% (3/13)
entre as fémeas e 45,45% (5/11) entre os de sexo indeterminado. O valor de p
foi de 0,49 portanto sem significancia estatistica. Com relagcdo a idade
aproximada 39% (7/18) dos adultos foram reagentes contra apenas 20% (2/10)
dos jovens, a reatividade dos de idade indeterminada foi de 45,45% (5/11) e o
valor de p igual a 0,48. Com relagcdo a estacdo do ano da captura e a
prevaléncia de reatividade sorol6gica observou-se respectivamente no verao
25% (1/4), na primavera 17,65% (3/17), no outono 50% (2/4) e no inverno
57,14% (8/14) de gambéas com anticorpos contra Leptospira. O valor de p para
tal comparacao foi de 0,11.

Dos demais animais capturados, todos roedores, ndo foi possivel
identificar com precisdo a faixa etaria e o sexo. A baixa quantidade de
exemplares destas espécies impossibilitou maiores analises de correlacédo de

variaveis com a reatividade soroldgica.
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Tabela 1. Resultados das analises soroldgicas de anticorpos para Leptospira (MAT) de mamiferos silvestres coletados em area
antropica de Monte Mor conforme espécie, sorovar testado, estacdo do ano, data da coleta, sexo e idade. Monte Mor, SP, Brasil.

IDCCZ Espécie Sorovar Estacdo Coleta Sexo Idade
Gl D. albiventris Andamana (200); Icterohaemorrhagiae (100); Hardjo (100) \W 17/05/2011 | I
G2 Icterohaemorrhagiae (100) W 14/04/2011 I I
G3 NR \Y 20/01/2011 | I
1 NR P 23/11/2010 F J
2 NR P 23/11/2010 M J
3 NR P 23/11/2010 M J
4 NR P 23/11/2010 M J
501 NR O 03/06/2011 M A
501.1 NR \Y 20/01/2011 | I
502 NR \Y 01/03/2011 M A
503 NR O 22/05/2011 M J
504 NR w 27/06/2011 F J
505 Djasiman (100); Grippotyphosa (100) W 21/07/2011 M A
507 Grippotyphosa (100) W 30/08/2011 F J
508 Grippotyphosa (100) W 01/09/2011 | [
510 Icterohaemorrhagiae (200) W 16/09/2011 ™ A
510.1 NR P 11/10/2011 I I
511 NR W 16/09/2011 F A
512 NR P 24/09/2011 F J
514 NR P 11/10/2011 F A
515 NR P 11/10/2011 F A
516 Pyrogenes (200) P 11/10/2011 F A
519 NR P 29/10/2011 F J
520 Shermani (200) P 31/10/2011 M A



ID CCZ Espécie Sorovar Estacéo Coleta Sexo Idade
S27 D. albiventris Wolffi (200) @] 10/06/2010 M A
S32 NR w 26/06/2010 M A
S34 NR w 01/07/2010 M A
S36 NR w 08/07/2010 M A
S43 Icterohaemorrhagiae (400); Pyrogenes (200); Wolffi (200) W 01/08/2010 F A
S44 Canicola (100); Cynopteri (100); Grippotyphosa (100) W 17/09/2010 M J
S45 NR P 25/09/2010 F A
S56 NR P 09/11/2010 F A
S61 Icterohaemorrhagiae (100) P 26/11/2010 M A

Icterohaemorrhagiae (200); Pyrogenes (200); Copenhageni
Go1 (100); \Y, 23/12/2009 | I
506 NR P 07/11/2011 | I
513 NR P 10/10/2011 F A
517 NR P 29/10/2011 | I
530 NR P 22/06/2011 | [
RB1 M. coypus Icterohaemorrhagiae (100); Cynopteri (100) - - - -
CA1l H. hidrochaeris  Canicola (100); Pomona (100); P hardjo prajitno (100);

M hardjo mini (100); C hardjo CTG (100) ) ) _ _
01 S. villosus NR - - - -
02 NR - - - -
04 NR - - - -
03 NR - - - -

Legenda: NR: Nao reagente; V: Verao; P: Primavera; O: Outono; W: Inverno; I: Indeterminado; A: Adulto; J: Jovem.
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Tabela 2. Frequéncia absoluta de animais reagentes e ndo reagentes ao MAT

e prevaléncia de sororeagentes em mamiferos silvestres de area antropica de

Monte Mor, Sao Paulo, Brasil.

Espécie R NR Total Prevaléncia IC
Didelphis albiventris 14 25 39 35,90% 21-51%
Sphiggurus villosus 0 4 4 0% -
Hydrochoerus hydrochaeris 1 0 1 100% -
Myocastor coypu 1 0 1 100% -

IC: Intervalo de Confianca; R: Reagente ao MAT; NR: Nao Reagente ao MAT.
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Tabela 3. Sorovares, niumero de animais positivos e titulos de anticorpos
detectados por soroaglutinagdo microscépica (MAT) em soros de mamiferos

silvestres de Monte Mor, SP, Brasil.

Espécie Sorovar n Titulos

100 200 400
3 2 1
4

Didelphis albiventris Icterohaemorrhagiae
Grippothyphosa
Pyrogenes
Wolffi
Andamana
Hardjo
Djasiman
Shermani
Patoc
Canicola
Cynopteri
Copenhageni
Total Gambas
Myocastor coypus Icterohaemorrhagiae
Cynopteri
Total Rat&do
Hydrochoerus hydrochaeris Canicola
Pomona
P hardjo prajitno
M hardjo mini
C hardjo CTG
Total Capivara
Todos Espécimes Icterohaemorrhagiae
Grippothyphosa
Pyrogenes
Wolffi
Andamana
Hardjo
Djasiman
Shermani
Patoc
Canicola
Cynopteri
Copenhageni
Pomona
P hardjo prajitno
M hardjo mini
C hardjo CTG
Total Geral 16 sorovares

P RPRRPRRPRPRPRPRPNWDNO®
B R B
N

N
w
[EnY
N

10 1

ARNO R RRRERINRRE

P RPRRPRPREREPNNRPRRPRPRENOMDNNOORPRPRERRERINEREER
N

(O8]
o
=
(o]

10 1




27

Tabela 4. Espécies (genomoespécies), sorogrupos e sorovares dominantes, numero de animais reagentes e titulos de
anticorpos detectados por soroaglutinacdo microscopica (MAT) de mamiferos silvestres de area antrépica do municipio de
Monte Mor, SP, Brasil.

Hospedeiro Espécie Sorogrupo Sorovar Dominante n Titulos
100 200 400
D. albiventris L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 5 2 2 1
L. kirshneri Grippothyphosa Grippothyphosa 4 4
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes 2 2
L. interrogans Sejroe W olffi 1 1
L. biflexa Andamana Andamana 1 1
L. interrogans Djasiman Djasiman 1 1
L. santarosai Shermani Shermani 1 1
L. biflexa Semaranga Patoc 1 1
L. interrogans Canicola Canicola 1 1
L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 1 1
M. coypus L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 1 1
L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 1 1
H. hidrochaeris L. interrogans Canicola Canicola 1 1
L. interrogans Pomona Pomona 1 1
L. interrogans Sejroe Sejroe 1 1
4 genomoespécies 11 sorogrupos 12 sorovares 23 14 8 1

*Reagente com mesmo titulo a pelo menos dois sorovares de sorogrupos distintos (Gambas - titulos: 100 Djasiman/Grippotyphosa,;
100 Canicola/Cynopteri/Grippotyphosa; 200 Icterohaemorrhagiae/Pyrogenes; Ratdo do banhado: titulo 100 Icterohaemorrhagiae/Cynopteri;
Capivara: titulo 100 Canicola/Pomona/Sejroe/Mini)
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Tabela 5. Prevaléncia de Didelphis albiventris reagentes para anticorpos para
Leptospira conforme sexo, estagdo do ano e idade dos animais avaliados

oriundos de area antrépica do municipio de Monte Mor, Sédo Paulo, Brasil.

Variavel Prevaléncia (%) Valor P
Sexo
Macho 40,00 (6/15) 0,49
Fémea 23,08 (3/13)
Indeterminado 45,45 (5/11)
Estacao
Verao 25,0 (1/4) 0,11
Primavera 17,65 (3/17)
Outono 50,0 (2/4)
Inverno 57,14 (8/14)
Idade
Adulto 38,89 (7/18) 0,48
Jovem 20,00 (2/10)

Indeterminado 45,45 (5/11)
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DISCUSSAO

Icterohaemorrhagiae foi o sorogrupo mais frequente em geral,
aparecendo em 35,71% (5/14) dos gambas e o Unico que apresentou titulo de
1:400. Este é o sorogrupo de Leptospira mais frequente em Rattus norvegicus
e também o principal causador da leptospirose humana (LEVETT, 2001),
indicando que estes animais provavelmente tiveram contato com urina destes
roedores no ambiente que habitam.

Os gambés-de-orelha-branca representaram 86,67% (39/45) dos
mamiferos silvestres encontrados pelos municipes no municipio de Monte Mor.
Em segundo lugar vieram os ourigos-cacheiros (S. villosus) com 8,89% (4/45)
do total avaliado.

Os gambas-de-orelha-branca sdo  animais  arboricolas
especialmente quando jovens, porém tem preferéncia em se deslocar pelo solo
(SANCHES et al.,, 2012). Quanto ao habito alimentar sdo onivoros se
alimentando de invertebrados (principalmente insetos), materiais vegetais e
pequenos vertebrados (TALAMONI e DIAS, 1999).

Os roedores, especialmente ratazanas da espécie Rattus
norvegicus sao considerados reservatorios de Leptospira interrogans,
especialmente do sorogrupo Icterohaemorrhagiae (LEVETT, 2001). O habito
desta espécie hospedeira de alojar-se em tocas as margens de cursos d’agua
permite que, em periodos de cheias dos rios, grande quantidade de leptospiras
sejam despejadas nestas aguas.

Sendo assim, os roedores merecem destague com relacdo a
investigacdo de taxas de infeccdo por Leptospira. Especialmente no caso de
roedores semi-aquaticos como o ratdo-do-banhado e a capivara que tem
potencial maior de contato com aguas e areas Uumidas contaminadas. Neste
estudo confirmou-se que cada um dos exemplares destas espécies avaliados
se apresentou reagente a anticorpos para Leptospira, com titulos minimos de
1:100 indicando que tiveram contato com o agente, possivelmente via contato
com aguas contaminadas.

Os quatro exemplares da outra espécie de roedor avaliada neste
estudo, o ourigco-cacheiro (S. villosus), ndo apresentaram anticorpos

detectaveis contra Leptospira.
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Parte dos gambas e ouricos foram capturados em quintais de
residéncias do municipio de Monte Mor (Figuras 2, 3, 4 e 5).

O encontro de gambas no quintal de residéncias de municipes em
Monte Mor € um indicativo do risco de contato que humanos e seus animais de
companhia podem ter com o0 agente etiolégico da leptospirose albergado por
esta espécie.

Embora sem significAncia estatistica e com uma quantidade
importante de animais com sexo indeterminado, chama a atencdo que o
namero de gambas do sexo masculino reagentes a sorologia 40% (6/15) foi
quase o dobro do observado para as fémeas 23,08% (3/13). Essa diferenca
pode ser explicada pelo fato dos gambas machos circularem por areas maiores
para forrageamento e reproducdo podendo assim ter maior risco de exposi¢cao
a infeccdo por Leptospira, enquanto as fémeas mais territorialistas se
deslocariam menos, se expondo menos a areas contaminadas (SANCHES et
al., 2012).

Dos 39 gambéas capturados, 43,59% (17/39) o foram na
primavera, 35,89% (14/39) no inverno, 10,25% (4/39) no outono e 10,25%
(4/39) no verdo. Outro achado interessante foi a maior captura de gambas no
inverno e primavera, correspondendo a um total 79,48% das capturas. O maior
encontro destes animais neste periodo por municipes pode estar associado a
uma maior visitagdo dos mesmos as areas proximas a residéncias buscando
por alimento que é menos disponivel nas matas no periodo seco do interior
paulista, especialmente no caso de fémeas com filhotes com maior demanda
energética (SANCHES et al., 2012).

A maior taxa de positividade dos gambas para anticorpos para
Leptospira foi encontrado proporcionalmente nos meses de inverno com
57,14% (8/14) e outono 50,0% (2/4). Tais valores podem estar relacionados
com a avaliagdo de animais mais velhos com maior tempo de vida para a
exposicdo a contaminacdo ambiental pela bactéria uma vez que filhotes
normalmente nascem e deixam o marsupio na primavera/verdo, sendo que a
espécie possui sazonalidade reprodutiva de Setembro a Marco (do fim do
periodo seco ao fim do periodo chuvoso) (TALAMONI e DIAS, 1999). Essa
propor¢cdo de maior positividade a sorologia para infeccdo por Leptospira

conforme a faixa etaria foi observada no estudo, embora sem significancia
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estatistica, com prevaléncia de 38,89% (7/18) de adultos e 20% (2/10) de
jovens.

Varios estudos realizados no Brasil mostram diferentes resultados
quanto a prevaléncia de anticorpos para Leptospira, bem como dados de
isolamento microbiolégico em cultura e PCR de amostras de tecidos de
gambas.

Fornazari et al. (2018) pesquisando animais de vida livre
capturados em area rural do municipio de Botucatu, SP, encontraram Didelphis
albiventris como a espécie mais abundante dentre as 16 que ocorreram nas
capturas, correspondendo a 63,1% (195/309) do total. Porém apenas 2%
(3/195) apresentaram anticorpos para Leptospira via MAT, com titulos para
apenas 4 sorogrupos que variaram de 1:100 (Autumnalis, Canicola e
Icterohaemorrhagiae) a 1:200 (Grippotyphosa). Quando incluiram resultados de
exame de PCR de urina de soronegativos observou que mais 7 exemplares
apresentaram DNA da bactéria, totalizando 10 gambas positivos, indicando
infeccdo ativa e potencial eliminacdo de Leptospira na urina, elevando a
prevaléncia de infecgdo para 5% (10/195), valor bem inferior aos 35,9% de
prevaléncia encontrado neste estudo em Monte Mor, na bacia hidrogréafica do
Rio Capivari.

Semelhante ao reportado por Fornazari et al. (2019), Horta et al.
(2016) obtiveram uma baixa prevaléncia de anticorpos para Leptospira dentre
343 gambas (D. aurita e D. albiventris) capturados em 18 municipios paulistas
entre 2003 e 2008, com apenas 3,5% (11/343) de soros reagentes, com titulos
variando de 1:100 a 1:800 para os sorovares Butembo (3/10), Mini (3/10);
Castellonis (2/10), Icterohaemorrhagiae (1/10) e Grippotyphosa (1/10).

Castro et al. (2018) avaliando D. aurita em area de Mata Atlantica
na cidade do Rio de Janeiro, RJ, encontraram valores relativamente baixos de
prevaléncia soroldgica com 10% (4/40) de animais reagentes ao MAT.

Outros estudos porém mostram valores elevados de prevaléncia
de anticorpos para Leptospira em gambas como o encontrado por Lucheis et
al. (2009) em D. albiventris capturados em area urbana de Bauru, com 32
animais reagentes para o sorovar Copenhageni (82% do total capturado). Silva
et al. (2013) encontraram em Jaboticabal, SP, 60% (9/15) de D. albiventris

reagentes ao MAT com titulos variando de 1:100 a 1:800 para o sorovar Patoc.
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Vieira et al. (2018) em artigo de revisdo sobre o tema leptospirose
em animais selvagens de vida livre na América Latina, encontraram para
gambés Didelphis albiventris prevaléncia mediana de 6,5% de anticorpos para
Leptospira (considerando um total de 16 publicacbes cientificas que juntas
somaram um total de 878 exemplares da espécie avaliados) sendo 0 sorogrupo
Pomona o mais predominante.

Relatos de avaliacdes soroldgicas feitas em gambas de vida livre
em pargues zooldgicos mostram que estes estdo expostos a infeccdo por
Leptospira com 40% (2/5) de D. marsupialis reagentes no Parque Zoolégico de
Séao Paulo (CORREA et al., 2004) e 100% (2/2) de Didelphis sp. para o sorovar
Patoc no Zodlogico Municipal de Ribeirdo Preto (SILVA et al., 2010).

Técnicas de diagnostico soroldégicas ndo sdo capazes de
assegurar se 0 animal reagente possui uma infeccdo ativa, aguda ou cronica,
ou se foi infectado no passado, sendo exposto em um momento e
posteriormente debelado a infeccdo passando a possuir apenas cicatriz
imunologica de anticorpos. A possibilidade de reacdes inespecificas em titulos
baixos também existe. A presenca de titulos mais altos, por exemplo igual ou
maiores a 1:400, podem indicar uma infec¢do recente ou ativa no ser humano
(WHO, 2003).

Porém a auséncia de reatividade sorolégica ndo é sinébnimo de
auséncia de infeccao. Espécies hospedeiras reservatoérias de Leptospira, como
por exemplo a ratazana, podem eliminar ativamente leptospiras na urina em
grande quantidade, de forma crénica, sem apresentar anticorpos aglutinantes
no sangue (FRATINI et al., 2015), o mesmo podendo ocorrer em capivaras
(ALBUQUERQUE et al., 2017). Hospedeiros néo reagentes a sorologia podem
ainda estar em periodo de janela imunolégica, estando infectados, porém sem
ainda possuir anticorpos detectaveis suficientes para sua quantificacdo
(LEVETT, 2001).

Os gambas além de apresentarem aglutininas para Leptospira em
diferentes niveis de prevaléncia como ja mencionado, sdo potenciais
reservatorios destas bactérias uma vez que tém sido encontrados portando
Leptospira em tecido renal e amostras de urina, podendo assim eliminar
ativamente o agente causal da leptospirose no ambiente, mesmo estando

soronegativos. Técnicas moleculares de diagnéstico como a PCR séo
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sensiveis e auxiliam na melhor deteccdo do agente em tecidos biolégicos dos
animais avaliados (FORNAZARI et al., 2018).

Isolamento de Leptospira em cultura foi reportado por diferentes
autores como Jorge et al. (2012) e Silva et al (2013) que obtiveram e
caracterizaram Leptospira borgpetersenii de D. albiventris em amostras de
urina respectivamente nas regides de Pelotas, Rio Grande do Sul e
Jaboticabal, estado de S&o Paulo. Castro et al. (2018) isolaram duas amostras
de Leptospira spp. de rins de D. aurita no Rio de Janeiro.

Vieira et al. (2018) reportam em seu artigo de revisdo isolamento
de leptospiras do trato urinario de gambas do género Didelphis (Didelphis
albiventris, Didelphis marsupialis e Didelphis sp.) por diferentes autores em
territério brasileiro, sendo as mesmas dos sorogrupos Panama, Pomona,
Gryppotyphosa, Mini, Pyrogenes, Ballum e Icterohaemorrhagiae.

E relevante a adaptabilidade dos gambas a areas de vida
relativamente pequenas, inclusive areas silvestres modificadas pelo homem,
podendo ser a Unica espécie de pequeno mamifero ndo voador encontrado em
fragmento de mata urbano de 10 hectares (ALMEIDA et al, 2008). Além disso,
0 habito solitario, a versatilidade em ocupar os extratos de solo e arbéreo, a
prolificidade associada a maturidade sexual precoce ndo sazonal, os habitos
noturnos, os habitos alimentares onivoros fazem deste grupo de marsupiais
animais sinantropicos, abundantes em &reas urbanas, periurbanas e rurais.
Ainda estdo presentes em areas de vegetacdo ciliar, florestas primarias
semideciduas e campos naturais (TALAMONI e DIAS, 1999). O domicilio
humano também se inclui no rol de habitat dos gambas como observado neste
e outros estudos (CUTOLO et al., 2014b).

Em Monte Mor, durante o periodo estudado, parte dos animais
avaliados encontrava-se no interior de domicilios humanos, especialmente em
areas com existéncia de alimento como pomares, galinheiros e quintais com
disposicdo de racdo para caes e gatos. A busca por locais para abrigo,
especialmente para fémeas com filhotes também foi fato marcante no caso dos
gambas (CUTOLO et al., 2014b).

Uma caracteristica geografica do municipio de Monte Mor é o fato
de ser cortado transversalmente pelo Rio Capivari. Tal rio € acompanhado em

grande parte de sua extensdo pela rodovia SP-101 que também cruza o
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municipio no mesmo sentido, ligando a cidade por um lado a Capivari e por
outro a Hortolandia e Campinas. Possui ainda a caracteristica de ter bairros
préximos ao rio, por vezes sofrendo com inundacéo pela cheia do mesmo,
estando as casas situadas muitas vezes ao lado das matas ciliares
remanescentes ou areas de varzea, muitas vezes ocupadas de maneira
irregular.

Inundacdes séo consideradas fator predisponente para infeccdes
por Leptospira (LEVETT, 2001; WHO, 2003). A proximidade entre a mata ciliar
do Rio Capivari e as residéncias, associado a um canal de comunicagéo
razoavelmente bem estabelecido entre os municipes e o servico municipal de
controle de zoonoses, permitiu que a presenca dos animais silvestres
percebidos pelos municipes em suas residéncias, propriedades rurais e
arredores fosse informada ao poder publico, sendo 0s animais capturados,
avaliados e depois devolvidos ao meio natural.

Um exemplo interessante de tal associacdo entre animais
silvestres adentrando iméveis e areas antropizadas em Monte Mor foi a
captura, avaliacdo e soltura de 55 jibdias (Boa constrictor) num periodo de 3
anos, de 2007 a 2010, pelo setor de controle de zoonoses municipal.
Curiosamente durante a manipulacdo de 3 destas serpentes houve
regurgitacdo de carcacas de gambas (D. albiventris), mostrando que tanto
gambas como jiboias estariam ocupando as mesmas areas silvestres e
sinantrépicas. Galinhas e teill também foram encontrados na regurgitacdo pos
manipulacdo das jiboias avaliadas. A aparente alta abundancia de jiboias no
municipio indicaria também relativa abundancia de presas para estes répteis
(CUTOLO et al., 2012).

Sabe-se que o0s gambas (Didelphis sp.) s&do potenciais
hospedeiros e reservatorios para a espécie humana de uma série de
patdbgenos e parasitas, alguns deles importantes agentes causadores de
zoonoses. Diferentes publicagBes cientificas reportam este importante papel
dos gambas na regido do presente estudo.

Teodoro et al. (2019) avaliando 56 espécimes de gambés (54 D.
albiventris e 2 D. aurita) de Monte Mor encontraram elevada positividade para
parasitas gastrointestinais sendo 77,6% das amostras de fezes positivas para

ovos de nematodeos, 34,5% para ovos de trematddeos e 32,7% para presenca
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de protozoarios. Neste mesmo estudo encontrou-se um D. albiventris positivo
para DNA de Leishmania sp. e dois D. aurita, capturados na mata ciliar do Rio
Capivari em area rural do municipio, infectados por Trypanosoma cruzi com
achados de tripomastigotas em microscopia de esfregaco de sangue com
confirmacé&o da espécie por PCR.

Cutolo et al. (2014b) encontraram flebotomineos (Evandromyia
cortellezzii e Evandromyia lenti) potenciais transmissores de Leishmania em
ninhos ocupados por gambas situados no interior de duas residéncias em area
urbana do municipio de Monte Mor.

Ueno et al. (dados ndo publicados) identificaram anticorpos para
Ricketsia em 21,7% (5/23) dos soros de gambas D. albiventris capturados em
Monte Mor, a maioria dos quais também avaliados no presente estudo. Dentre
eles seis se encontravam parasitados por carrapatos, sendo recuperados um
total de 47 exemplares destes ectoparasitas, sendo que 44,68% (21/47) eram
ninfas de Amblyomma sculptum, 38,30% (18/47) ninfas de Amblyomma
dubitatum e 17,02% (8/47) larvas de Amblyomma sp.

Sabe-se que o principal hospedeiro de Amblyomma dubitatum é a
capivara (LABRUNA et al., 2007). O fato dos gambés estarem parasitados por
esta espécie de carrapato € mais um indicativo de que estes estariam
frequentando areas ocupadas por capivaras, especialmente as areas ciliares
do Rio Capivari. Tais areas ciliares sdo particularmente Umidas e alagadas o
gue favoreceria a manutencao de areas contaminadas com Leptospira.

A leptospirose é uma doenca de veiculacédo hidrica. Bactérias do
género Leptospira se adaptam bem a agua e podem sobreviver por mais de
100 dias neste ambiente (TRUEBA et al., 2004). A infeccdo do hospedeiro se
da por penetracdo da pele contendo pequenos cortes ou abrasfes, além da
mucosa ocular ou oral (ADLER, 2015). Desta maneira animais aquaticos ou
gue tenham estreito contato com o ambiente de agua doce, especialmente
mamiferos, estdo sob constante pressao de infeccéo por Leptospira.

No presente estudo trés espécies de roedores foram avaliadas. A
espécie mais abundante foi a do ourico-cacheiro (S. villosus) com quatro
exemplares, seguida da capivara (H. hidrochoeris) e do ratdo-do-banhado (M.

coipus), ambos com um exemplar capturado e examinado.
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S. villosus € um roedor que habita a mata atlantica do Sudeste e
Sul do Brasil, com héabitos preponderantemente noturnos, solitario, herbivoro
totalmente folivoro e arboricola, indo ao solo raramente, por exemplo quando
para defecacdo, ndo sendo observado descendo ao solo para beber agua
(PASSAMANI, 2009), hidratando-se provavelmente em sua maioria através da
ingestao de folhas verdes.

O habito arboricola leva a um menor contato direto com a
umidade do solo e corpos d’agua potencialmente contaminados, a alimentagao
herbivora e a hidratacdo por ingestdo de folhas acarreta em uma menor chance
da ingestéo de leptospiras quando comparado a animais carnivoros e onivoros,
sendo que o habito solitario diminui a chance de infeccdo pelo contato direto
com a urina de outros animais infectados (VIEIRA e LILEMBAUM, 2017). Tais
pontos podem ser explicagcbes para que a prevaléncia de anticorpos contra
Leptospira nos quatro exemplares de ourico avaliados no estudo fosse igual a
zero. Vieira et al. (2013) também encontraram roedores arboricolas néo
reagentes para Leptospira ao examinare oito exemplares do roedor arboricola
Oecomys mamorae capturados no Pantanal brasileiro.

As capivaras séo roedores que habitam todo o territério brasileiro,
estando presentes em areas silvestres mas também em areas urbanas sempre
associadas a corpos d’agua (LABRUNA et al., 2007). Sdo animais sociais,
herbivoros, que nadam frequentemente, podendo ser considerados semi-
aquaticos. Por tal habito é esperado que estejam sob pressdo elevada de
infeccdo por bactérias do género Leptospira e seria natural encontrar-se uma
alta taxa de prevaléncia de anticorpos para Leptospira nesta espécie, fato este
demonstrado por Albuquerque et al. (2017).

No presente estudo o exemplar examinado apresentava-se
reagente a sorologia com titulos de anticorpos de 1:100 para trés sorogrupos
distintos (Canicola, Pomona e Sejroe), mostrando provavel exposi¢ao previa a
estes sorovares.

Outros estudos mostraram que as capivaras apresentam
anticorpos contra Leptospira tanto em situagbes de criagcdo comercial como
também no ambiente natural, podendo ser reservatorios eficientes desta

bactéria.
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Langoni et al. (2016) encontraram em amostras de soro de
capivaras oriundas de criadouros experimentais ou comerciais dos estados de
Séo Paulo, Paranad e Rio Grande do Sul 41,82% (23/55) de prevaléncia a
anticorpos para Leptospira. A maior reatividade foi para o sorovar
Icterohaemorrhagiae com 56,52% (13/23), seguido de Copenhageni 39,13%
(9/23), Pomona 17,39% (4/23), Djasiman e Castellonis 13,04% (3/23),
Gryppothyphosa, Hardjo, Canicola e Cynopteri 8,7% (2/23) e Andamana e
Bratislava (4,34%) com apenas uma amostra reagente. O fato da maior
prevaléncia ocorrer para 0 sorovar Icterohaemorrhagiae cujo rato de esgoto
(Rattus norvegicus) € o principal reservatoério indicou que as capivaras tiveram
contato com ambiente contaminado com a urina desta espécie.

Albuquerque et al. (2017) também encontraram o sorovar
Icterohaemorrhagiae como mais prevalente em capivaras comprovadamente
infectadas por Leptospira em areas periurbanas e rurais do municipio de Rio
Branco, estado do Acre, Amazobnia brasileira. Em 44 animais capturados foi
possivel avaliar-se 41 amostras de sangue na sorologia ao MAT e 41 amostras
de urina para PCR e cultura. Houve 43,9% (18/41) de reacdo a sorologia,
31,7% (13/41) de positividade no PCR, além de oito amostras positivas a
cultura bacteriana. Dos 18 animais sororeagentes no MAT apenas dois tiveram
titulos 1:800 e 1:400 mostrando provavel infeccdo recente. Os demais titulos
foram baixos estando entre 1:100 e 1:200. Os sorovares mais prevalentes na
sorologia foram Shermani, Pomona e Icterohaemorrhagiae. Com relacdo ao
PCR houve baixa correlacdo entre sua positividade e reatividade soroldgica,
mostrando que animais soronegativos se apresentaram infectados e
eliminando ativamente Leptospira na urina, sendo tal fato confirmado quando
do isolamento destas bactérias em cultura. Dos 13 animais positivos no PCR,
nove apresentaram-se soronegativos. Dos oito isolamentos em cultura obtidos,
guatro originaram-se de animais soronegativos, sendo todos eles do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. No total, dos oito isolados em cultura, seis eram
Icterohaemorrhagiae, um Shermani e outro Grippotyphosa.

Segundo esses mesmos autores, o fato da maioria das capivaras
apresentarem baixos titulos sorolégicos e terem positividade no PCR e/ou
cultura bacteriana mostra que esses animais poderiam ser portadores

assintomaticos e crbnicos de Leptospira, especialmente do sorogrupo
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Icterohaemorrhagiae, estando infectados de forma massiva por estas bactérias
e eliminando-as de forma efetiva no meio ambiente.

O ratdo-do-banhado € um mamifero semi-aquatico nativo do sul
da América do Sul, porém ndo nativo do estado de Sdo Paulo, que foi
introduzido com fins comerciais para exploracdo da pele e se estabeleceu no
meio selvagem, causando inclusive prejuizos econdmicos, em diferentes
paises do mundo como Estados Unidos, Gra-Bretanha, Europa continental
(Franca, Alemanha, Grécia, Finlandia entre outros) e Japdo (OJEDA et al.,
2016).

No presente estudo o exemplar capturado no municipio de Monte
Mor apresentou-se reagente a sorologia para Leptospira com titulo 1:100 para
0S sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Cynopteri.

Diferentes estudos realizados mostraram que o ratdo-do-banhado
€ um importante reservatorio de Leptospira, com infeccdo comprovada e
eliminacao do agente no meio ambiente junto com a urina.

O primeiro isolamento de Leptospira nesta espécie se deu na
Argentina em 1949, sendo caracterizada como Leptospira icterohaemorrhagiae.
Em 1962 foram isoladas leptospiras do sorogrupo Bataviae de ratdes-do-
banhado do estado da Louisiana, EUA (ROTH et al., 1962).

Outros estudos mostram resultados diversos de prevaléncia
sorolégica, variando de 16,5 a 66% na Franca, com isolamento de bactérias do
sorogrupo Icterohaemorrhagiae e Sejroe (MICHEL et al, 2001),
soropositividade para Icterohaemorrhagiae e isolamento em cultura de
bactérias do sorogrupo Wolffii na Gra-Bretanha (WAITKINS et al.,, 1985), e
positividade a sorologia para 27,87% (34/122) dos ratbes-do-banhado
avaliados na regido da Toscana, Italia, para o sorovar Bratislava, com titulos
indo de 1:100 a 1:400, e 9,83% (12/122) de positividade para Leptospira a PCR
nos fragmentos de rins coletados e processados desta espécie (FRATINI et al.,
2015).

De forma semelhante ao que foi reportado nesta dissertacao,
Silva et al. (2014) em inquérito sorologico realizado no estado do Rio Grande
do Sul encontraram positividade sorolégica em diferentes espécies mamiferas
de animais silvestres, doméstica e humana, com positividade para o sorovar

Icterohaemorrhagiae no unico ratdo-do-banhado capturado.
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A regido geografica avaliada tem uma baixa cobertura vegetal
natural (apenas 3,78% de sua area territorial com areas preservadas) (SIFESP,
2019) sendo que o minimo exigido por lei (Codigo Florestal Brasileiro) para a
regido Sudeste do Brasil seria 20% de reserva (BRASIL, 2012), sem se contar
areas de preservacdo permanente como beiras de rio, entorno de nascentes e
areas de morro com alta inclinacao.

Na area de estudo as matas ciliares servem como corredores de
dispersdo de fauna, estreitos e espremidos entre residéncias e rodovia, e
certamente induz ao uso concentrado de uma mesma area por diferentes
espécies silvestres (CORBO et al.,, 2012). Tal fato poderia assim ser uma
explicacdo para que ocorresse exposicdo de diferentes espécies,
especialmente aquelas semi-aquaticas e nao arboricolas, a um ambiente de
beira de rio, alagdvel no periodo chuvoso, permanentemente Umido e
contaminado por Leptospira.

A baixa cobertura florestal potencializaria ainda mais a disperséo
de animais silvestres existentes pela extensdo do municipio, propiciando maior
acesso ao meio antrépico urbano, periurbano e rural na busca por alimento,
abrigo ou novos territorios, facilitando o contato destes com a espécie humana
e seus animais domesticos.

A presenca de gambas, capivara e ratdo-do-banhado reagentes a
sorologia para anticorpos para Leptospira na éarea estudada indica a
contaminacdo ambiental bacteriana existente na area.

Dentre os 11 sorogrupos de leptospira identificados nos animais
silvestres avaliados, Icterohaemorrhagiae foi o mais frequente, mostrando o
provavel contato direto ou indireto com urina de Rattus norvegicus,
especialmente dos gambéas. O isolamento ou identificacdo de Leptospira da
urina de gambas configura este grupo de mamiferos como reservatorios destas
bactérias (SILVA et al., 2013; FORNAZARI et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).
Estando os gambas visitando os domicilios humanos, existe o risco de
transmissao de Leptospira destas espécies para as pessoas e seus animais de
companhia, e eventualmente a via oposta, com a infeccdo de gambas por
leptospiras de cées, fato observado neste estudo com o encontro de pelo

menos um gamba com titulo dominante para o sorogrupo Canicola.
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A reatividade para outros sorogrupos indica o contato com
leptospiras oriundas de outras espécies de hospedeiros como observado para
0S gambas e capivara que reagiram para 0 sorogrupo Sejroe, prevalente na
espécie bovina.

Conforme orientado pela Organiza¢cdo Mundial da Saude (WHO,
2003), o conhecimento da frequéncia de infeccdo e/ou exposicdo de animais
selvagens para Leptospira permitiu identificar a existéncia de contaminacao
ambiental para diferentes sorogrupos da bactéria na area. Tal contaminacéo €
um indicativo do risco de infec¢ao e/ou exposi¢cado para demais populagdes que
habitam o local, incluindo demais espécies silvestres, domésticas e inclusive o

ser humano.
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CONCLUSOES

Pelo menos 11 sorogrupos de Leptospira spp. circulam no meio
antropico da area estudada, especialmente entre gambas e roedores aquaticos
como a capivara e ratdo-do-banhado.

O gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) foi a espécie
mais frequente nas capturas e apresentou 35,9% (14/25) de positividade a
sorologia, mostrando uma alta exposicdo desta espécie a infeccdo por
Leptospira.

As analises estatisticas realizadas buscando associacdo entre
frequéncia de anticorpos para os fatores de risco avaliados (sexo, idade e
estacdo do ano) sé foram possiveis para Didelphis albiventris, porém foram
inconclusivas uma vez que ndo houve significancia entre as mesmas (p> 0,05).

Dentre os Didelphis albiventris avaliados, houve maior frequéncia
de reatividade ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, com 35,71% (5/14), seguido
do sorogrupo Gryppotyphosa com 28,57% (4/14) de positividade a sorologia,
indicando contaminacdo ambiental por tais bactérias, indicando risco de
infeccéo e/ou exposicao para demais populagdes que habitam o local, incluindo
demais espécies silvestres, domésticas e inclusive o ser humano. Novos
estudos sdo necessarios para melhor caracterizacdo da leptospirose na area

estudada.
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TRABALHO CIENTIFICO

Revista: Semina Ciéncias Agrérias

Anticorpos para Leptospira spp. em mamiferos silvestres do municipio de Monte Mor,
estado de S&o Paulo, Brasil.

RESUMO

A leptospirose é uma zoonose potencialmente fatal causada por bactérias do género Leptospira.
Espécies animais hospedeiras adaptadas a sorovares especificos podem ser portadoras e
dispersoras ambientais da bactéria. De 2009 a 2011, 45 mamiferos silvestres (39 gambas
Didelphis albiventris, quatro ouricos Sphiggurus villosus, um ratdo-do-banhado Myocastor
coypus e uma capivara Hidrochoerus hidrochaeris) encontrados por municipes em areas
antrépicas de Monte Mor, SP, foram capturados, contidos e tiveram amostras de soro coletadas
para deteccdo de anticorpos para Leptospira. As amostras foram tituladas pela técnica de
soroaglutinagdo microscopica (MAT) para diferentes sorogrupos de Leptospira. Um total de
35,56% (16/45) animais foram reagentes para presenca de anticorpos para um total de 11
sorogrupos diferentes. O sorovar dominante mais frequente, dentre os 12 identificados, foi o
Icterohaemorrhagiae (6/16), seguido de Gryppotyphosa (4/16) e Pyrogenes (2/16). Didelphis
albiventris, espécie mais abundante no estudo, apresentou uma prevaléncia de 35,9% (14/39) a
anticorpos para Leptospira, enquanto S. villosus teve 0% (0/4) e ambos M. coypus (1/1) e H.
hidrochaeris (1/1) 100%. Dentre os Didelphis albiventris avaliados, houve maior frequéncia de
reatividade soroldgica a Leptospira interrogans, sorogrupos Icterohaemorrhagiae, com 35,71%
(5/14) e Gryppotyphosa com 28,57% (4/14), indicando contaminagdo ambiental por tais
leptospiras e a possibilidade de exposicao e infeccdo de humanos e animais domésticos para tais

bactérias na area estudada.

Palavras-chave: Leptospirose; Gamba; Sorologia; Reservatorio, Regido Metropolitana de

Campinas.
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Leptospira spp. antibodies in wild mammals of Monte Mor municipality, Sdo Paulo state,

Brazil.

ABSTRACT

Leptospirosis is a potentially fatal zoonosis caused by Leptospira bacteria. Some animal host
species are adapted to specific serovars being potential carriers and environmental dispersers.
From 2009 to 2011, 45 wild mammals (39 opossums Didelphis albiventris, four porcupines
Sphiggurus villosus, one coypu Myocastor coypus and one capybara Hidrochoerus
hidrochaeris) found by citizens in anthropic areas of Monte Mor municipality were captured,
contained and had sera samples collected for Leptospira antibody detection. The samples were
titrated by the microagglutination technique (MAT) for different serogroups. A total of 35.56%
(16/45) animals were reactive for Leptospira antibodies for 11 different serogroups. The most
frequent serovar, among the 12 identified, was Icterohaemorrhagiae (6/16), followed by
Gryppotyphosa (4/16) and Pyrogenes (2/16). Didelphis albiventris, the most abundant species in
the study, had a prevalence of 35.9% (14/39) for Leptospira antibodies, while S. villosus had 0%
(0/4), M. coypus (1/1) and H. hydrochaeris (1/1) 100%. Among the seropositive D. albiventris,
35.71% (5/14) and 28.57% (4/14) seroreacted for Leptospira interrogans species, serogroups
Icterohaemorrhagiae and Gryppotyphosa respectively, indicating environmental contamination
by these bacteria and the possibility of exposure and infection of humans and domestic animals
in the studied area.

Key words: Leptospirosis; Opossum; Serology; Reservoir; Campinas metropolitan region
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COMUNICACAO CIENTIFICA

A leptospirose € uma zoonose potencialmente fatal causada por bactérias espiroquetas
do género Leptospira, de distribuicdo mundial (WHO, 2003). Atualmente existem descritas
mais de 20 espécies da bactéria, agrupadas em diferentes sorogrupos que totalizam mais de 300
sorovares (PICARDEAU, 2013). Animais domésticos, selvagens e humanos sdo susceptiveis a
infeccdo, que se da principalmente por contato da pele lesada ou mucosas com &gua
contaminada (WHO, 2003). Espécies animais adaptadas a sorovares especificos podem ser
portadoras renais assintomaticas e dispersoras permanentes de Leptospira no ambiente por meio
da urina, como os roedores Rattus norvegicus associados ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, 0s
cdes ao Canicola e bovinos ao Sejroe, ocorrendo a leptospirose clinica geralmente quando da
infeccdo por sorovares que o hospedeiro ndo esta adaptado (LEVETT, 2001).

No Brasil, a incidéncia da doenga em humanos é elevada, com 13.000 notificagoes,
3500 confirmacdes e letalidade de 10,8% ao ano em media dentre os casos confirmados sendo o
sorogrupo Icterohaemorrhagiae o mais frequente e mais associado aos quadros graves
(BRASIL, 2014). Em animais domésticos provoca principalmente problemas reprodutivos,
especialmente aborto em animais pecuarios e equinos, enquanto cdes podem ter doenca grave
aguda e morte semelhante ao humano Equinos infectados podem apresentar ainda quadros
caracteristicos de uveite crénica (VERMA et al., 2013).

Dentre os animais selvagens, pequenos mamiferos sdo considerados importantes
reservatorios de Leptospira na natureza, podendo ser fontes de infeccdo importantes para
animais domésticos e humanos (LEVETT, 2001), como observado em diferentes mamiferos
selvagens de vida livre que tiveram isolamento bacteriano ou identificagio de DNA de
Leptospira de amostras de rins ou urina no Brasil, incluindo roedores, dasipodideos, carnivoros
e marsupiais (ALBUQUERQUE et al., 2017; FORNAZARI et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

O presente estudo objetivou avaliar a frequéncia de anticorpos para Leptospira spp. e
identificar os sorogrupos circulantes em diferentes espécies de mamiferos silvestres de area
antrépica, no municipio paulista de Monte Mor, regido metropolitana de Campinas, indicando-
se assim a existéncia de contaminagdo ambiental para estas bactérias e consequente risco de
exposicéo e infecgdo de outras espécies, inclusive o ser humano.

Monte Mor esta localizado a 22°56°48” de latitude sul, 47°18”57” de longitude oeste e
altitude de 560 metros acima do nivel do mar. O clima € considerado tropical de altitude Cwa. O
territério do municipio é cortado pelo Rio Capivari que pertence a bacia hidrogréafica do Rio
Tieté. A populagdo humana estimada no municipio é de 58.508 habitantes e sua &rea territorial é
de cerca de 240 km? (IBGE, 2019). Aproximadamente 8,9 km? (3,78%) do territério municipal é
coberto por vegetacdo nativa, sendo 1,36 km? de mata atlantica semidecidual e 7,5 km? de
capoeira, que se distribui principalmente as margens dos Rios Capivari e Capivari Mirim,

incluindo parte importante da area urbana central do municipio (SIFESP, 2019). O Rio Capivari
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é repleto em sua extensdo de planicies alagaveis ou varzeas, que sdo redutos para a fauna
silvestre (CORBO et al. 2012)

O municipio faz divisa com as cidades de Campinas, Hortolandia, Santa Bérbara
D’Oeste, Sumaré, Indaiatuba, Elias Fausto e Capivari, localizando-se a 122 quilémetros da
cidade de S&o Paulo. Conjuntamente com outras 18 cidades compde a Regido Metropolitana de
Campinas que possui um total aproximado de 3.200.000 habitantes distribuidos em uma éarea de
3.645,6 km2 (IBGE, 2019).

De dezembro de 2009 a novembro de 2011 uma amostra de conveniéncia de animais
silvestres encontrados por moradores em areas antrépicas (zona rural, zona peri-urbana e zona
urbana) do municipio foram capturados pelo Setor de Controle de Zoonoses da prefeitura de
Monte Mor. Estes foram contidos fisicamente, examinados clinicamente e tiveram amostra de
sangue colhida por pungdo de veia caudal ventral ou puncdo cardiaca. Realizou-se anestesia
intramuscular com associagdo de tiletamina com zolazepam (Zoletil® 50), na dose de 25mg/kg,
quando necessario. O soro foi obtido apds centrifuga¢do a 5.000 RPM por 5 minutos e mantido
congelado a -20° C até seu processamento laboratorial.

A captura dos animais foi parte integrante das atividades de rotina do Servico de
Controle de Zoonoses da prefeitura de Monte Mor e teve aprovacdo do IBAMA SISBIO sob
numero 31724-1. O projeto também foi aprovado pela CEUA da FMVZ da Unesp de Botucatu
sob 0 nimero de protocolo 0115/2019.

Anticorpos para Leptospira spp. no soro foram detectados e quantificados pela técnica
de soroaglutinagdo microscopica (MAT), contra 30 antigenos diferentes pertencentes a 18
sorogrupos: Australis, Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri,
Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama,Pomona,
Pyrogenes, Sejroe, Shermani, Samaranga e Andamana. Amostras com titulos (T) > 100 foram
consideradas reagentes. No caso de reatividade contra mais de um tipo de sorogrupo/sorovar foi
considerado aquele com maior titulo como reagente e na coincidéncia de valor de titulo para
mais de um sorogrupo todos foram considerados reagentes. A prevaléncia foi definida como a
guantidade de animais reagentes dentro do total de animais amostrados para cada espécie e seus
respectivos intervalos de confianga.

Um total de 45 animais, de quatro espécies de mamiferos silvestres, foram submetidos a
andlise soroldgica para a presenca e titulacdo de anticorpos para Leptospira.

A amostra consistiu apenas em marsupiais e roedores, distribuindo-se da seguinte
maneira conforme a espécie: 39 (86,67%) gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris,
Didelphimorphia: Didelphidae), quatro (8,89%) ouricos (Sphiggurus villosus, Rodentia:
Erethizontidae), um (2,22%) ratdo-do-banhado (Myocastor coypus, Rodentia: Myocastoridae) e

uma (2,22%) capivara (Hidrochoerus hidrochaeris, Rodentia: Caviidae).
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Dos 45 animais silvestres avaliados, 16 (35,56%) foram reagentes & sorologia,
apresentando titulos de anticorpos para Leptospira maior ou igual a 1:100 na MAT.

Didelphis albiventris apresentou prevaléncia de reagentes de 35,9% (14/39), os dois
individuos avaliados roedores aquaticos - H. hidrochaeris (n=1) e M. coypus (n=1) - foram
reagentes com prevaléncia de 100% e os quatro exemplares de S. villosus mostraram-se néo
reagentes, com prevaléncia soroldgica de 0%. Os resultados de prevaléncia por espécie avaliada
estdo descritos na Tabela 1.

Os animais que foram reagentes ao MAT tiveram titulos que variaram de 1:100 até
1:400, com positividade para 11 sorogrupos e 4 genomoespécies distintas conforme Tabela 2.

Os 14 dos 39 D. albiventris que foram reagentes apresentaram positividade para 10
sorogrupos diferentes, sendo Icterohaemorrhagiae o mais frequente e o sorovar dominante em 5
animais, sendo dois com titulo 1:100, dois com titulo 1:200 e um animal com titulo 1:400. O
segundo sorogrupo mais prevalente foi Gryppotyphosa com quatro animais reagentes
apresentando todos titulo 1:100. Pyrogenes foi o terceiro sorogrupo mais encontrado nos soros
dos gambéas com dois animais com titulo dominante de 1:200. Sete sorogrupos diferentes ainda
foram diagnosticados nos soros dos gambas reagentes dominantes, todos eles aparecendo em
apenas um animal, sendo eles Sejroe, Andamana, Shermani e Patoc com titulos 1:200 e
Djasiman, Canicola e Cynopteri com titulo de 1:100.

Com relacdo aos roedores que tiveram soros reagentes, o ratdo-do-banhado apresentou
titulos de 1:100 tanto para o sorogrupo Icterohaemorrhagiae quanto Cynopteri e a capivara
apresentou titulo de 1:100 para trés diferentes sorogrupos sendo eles Canicola, Pomona e
Sejroe.

Icterohaemorrhagiae foi o sorogrupo mais frequente em geral, aparecendo em 35,71%
(5/14) dos gambas e o Unico antigeno que apresentou titulo de 1:400. Este é o sorogrupo de
Leptospira mais frequente em Rattus norvegicus e também o principal causador da leptospirose
humana (LEVETT, 2001), indicando que estes animais provavelmente tiveram contato com
urina destes roedores no ambiente que habitam.

Vaérios estudos realizados no Brasil mostram diferentes resultados quanto a prevaléncia
de anticorpos para Leptospira, bem como dados de isolamento microbioldgico em cultura e
PCR de amostras bioldgicas de gambaés.

Fornazari et al. (2018) pesquisando animais de vida livre capturados em &rea rural do
municipio de Botucatu, SP, encontraram Didelphis albiventris como a espécie mais abundante
dentre as 16 que ocorreram nas capturas, correspondendo a 63,1% (195/309) do total. Porém
apenas 2% (3/195) apresentaram anticorpos para Leptospira via MAT, com titulos para apenas
4 sorogrupos que variaram de 1:100 (Autumnalis, Canicola e Icterohaemorrhagiae) a 1:200
(Grippotyphosa). Quando incluiram resultados de exame de PCR de urina de soronegativos

observaram que mais 7 exemplares apresentaram DNA da bactéria, totalizando 10 gambas
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positivos, indicando infeccdo ativa e potencial eliminacdo de Leptospira na urina, elevando a
prevaléncia de infeccdo para 5% (10/195), valor bem inferior aos 35,9% de prevaléncia
encontrado na bacia hidrogréafica do Rio Capivari.

Semelhante ao reportado por Fornazari et al. (2018), Horta et al. (2016) obtiveram uma
baixa prevaléncia de anticorpos para Leptospira dentre 343 gambés (D. aurita e D. albiventris)
capturados em 18 municipios paulistas entre 2003 e 2008, com apenas 3,5% (11/343) de soros
reagentes, com titulos variando de 1:100 a 1:800 para os sorovares Butembo (3/10), Mini
(3/10); Castellonis (2/10), Icterohaemorrhagiae (1/10) e Grippotyphosa (1/10).

Vieira et al. (2018) em artigo de revisao sobre o tema leptospirose em animais selvagens
de vida livre na América Latina, encontraram para gambas Didelphis albiventris uma
prevaléncia mediana de 6,5% para anticorpos para Leptospira (considerando um total de 16
publicacdes cientificas que somaram um total de 878 exemplares da espécie avaliados) sendo o
sorogrupo Pomona o mais predominante.

Técnicas de diagnostico soroldgicas ndo sdo capazes de assegurar se 0 animal reagente
possui uma infeccdo ativa, aguda ou cronica, ou se foi infectado no passado, sendo exposto em
um momento mas ficando livre da infec¢do e passando a possuir apenas cicatriz imunoldgica. A
possibilidade de reacGes inespecificas em titulos baixos também existe.

A auséncia de reatividade soroldgica ndo é sinbnimo de auséncia de infecgdo. Espécies
hospedeiras reservatérias de Leptospira, como por exemplo a ratazana (R. norvegicus), podem
eliminar ativamente leptospiras na urina em grande quantidade de forma cronica sem apresentar
anticorpos aglutinantes no sangue (FRATINI et al., 2015), o mesmo podendo ocorrer em
capivaras (ALBUQUERQUE et al., 2017). Hospedeiros ndo reagentes a sorologia podem ainda
estar em periodo de janela imunoldgica, estando infectados, porém sem ainda possuir anticorpos
detectaveis suficientes para sua quantificacdo (LEVETT, 2001).

Os gambas além de apresentarem aglutininas para Leptospira em diferentes niveis de
prevaléncia como ja mencionado, sdo potenciais reservatorios destas bactérias uma vez que tém
sido encontrados portando Leptospira em tecido renal e amostras de urina, podendo assim
eliminar ativamente o agente causal da leptospirose no ambiente, mesmo estando soronegativos.
Técnicas moleculares de diagndstico como a PCR séo sensiveis e auxiliam na melhor deteccéo
do agente em tecidos bioldgicos dos animais avaliados (FORNAZARI et al., 2018).

Isolamento de Leptospira de gambés em cultura foi reportado por diferentes autores
como Silva et al (2013) que obtiveram e caracterizaram Leptospira borgpetersenii de D.
albiventris em amostras de urina respectivamente nas regides de Pelotas, Rio Grande do Sul e
Jaboticabal, estado de S&8o Paulo. Vieira et al. (2018) reportam em seu artigo de revisdo
isolamento de leptospiras do trato urinario de gambas do género Didelphis (Didelphis

albiventris, Didelphis marsupialis e Didelphis sp.) por diferentes autores em territério
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brasileiro, sendo as mesmas dos sorogrupos Panama, Pomona, Gryppotyphosa, Mini,
Pyrogenes, Ballum e Icterohaemorrhagiae.

E relevante a adaptabilidade dos gambés a areas de vida relativamente pequenas,
inclusive &reas silvestres modificadas pelo homem, podendo ser a Unica espécie de pequeno
mamifero ndo voador encontrado em fragmento de mata urbano de 10 hectares (ALMEIDA et
al, 2008). Além disso, o habito solitario, a versatilidade em ocupar os extratos de solo e arboreo,
a prolificidade associada a maturidade sexual precoce ndo sazonal, os habitos noturnos, os
héabitos alimentares onivoros fazem deste grupo de marsupiais animais sinantrépicos,
abundantes em &reas urbanas, periurbanas e rurais. Ainda estdo presentes em areas de vegetacao
ciliar, florestas primarias semideciduas e campos naturais (TALAMONI e DIAS, 1999). O
domicilio humano também se inclui no rol de habitat dos gambas como observado neste e
outros estudos (CUTOLO et al., 2014).

Em Monte Mor, durante o periodo estudado, parte dos animais avaliados encontrava-se
no interior de domicilios humanos, especialmente em quintais associados a &reas com existéncia
de alimento como pomares, galinheiros incluindo disponibilidade racdo de cées e gatos. A busca
por locais para abrigo, especialmente para fémeas com filhotes também foi fato observado no
caso dos gambas (CUTOLO et al., 2014).

S. villosus foi a segunda espécie em frequéncia avaliada no periodo. O ourigo-cacheiro é
um roedor que habita a mata atlantica do Sudeste e Sul do Brasil, com habitos
preponderantemente noturnos, solitario, herbivoro totalmente folivoro e arboricola, indo ao solo
raramente, por exemplo quando para defecacdo, ndo sendo observado descendo ao solo para
beber 4gua (PASSAMANI, 2009), hidratando-se provavelmente em sua maioria através da
ingestdo de folhas verdes.

O habito arboricola leva a um menor contato direto com a umidade do solo e corpos
d’4gua potencialmente contaminados, a alimentacdo herbivora e a hidratagdo por ingestdo de
folhas acarreta em uma menor chance da ingestdo de leptospiras quando comparado a animais
carnivoros e onivoros, sendo que o habito solitario diminui a chance de infec¢do pelo contato
direto com a urina de outros animais infectados (VIEIRA et al., 2018). Tais pontos podem ser
explicagOes para que a prevaléncia de anticorpos contra Leptospira nos quatro exemplares de
ourico avaliados no estudo fosse igual a zero.

As capivaras sdo roedores que habitam todo o territério brasileiro, estando presentes em
areas silvestres mas também em areas urbanas sempre associadas a corpos d’agua. S80 animais
sociais, herbivoros, que nadam frequentemente, podendo ser considerados semi-aquaticos. Pelo
habito aquatico é esperado que estejam sob pressdo elevada de infeccdo por bactérias do género
Leptospira e seria natural encontrar-se uma alta taxa de prevaléncia de anticorpos para

Leptospira nesta espécie, fato este demonstrado por Albuquerque et al. (2017).
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No presente estudo o exemplar examinado apresentava-se reagente a sorologia com
titulos de anticorpos de 1:100 para trés sorogrupos distintos (Canicola, Pomona e Sejroe),
mostrando provavel exposi¢do previa a estes sorovares.

Outros estudos mostraram que as capivaras apresentaram anticorpos contra Leptospira
no ambiente natural, apresentando positividade no PCR e/ou cultura bacteriana sendo
portadores assintomaticos e cronicos de Leptospira, especialmente do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae, estando infectadas de forma massiva por estas bactérias e eliminando-as
de forma efetiva no meio ambiente (ALBUQUERQUE et al., 2017).

O ratdo-do-banhado é um mamifero semi-aquéatico nativo do sul da América do Sul,
porém nao nativo do estado de Sdo Paulo e invasor em diferentes paises do mundo (FRATINI et
al., 2015). No presente estudo o exemplar capturado no municipio de Monte Mor apresentou-se
reagente a sorologia para Leptospira com titulos 1:100 para os sorogrupos Icterohaemorrhagiae
e Cynopteri. Esta espécie é reservatorio de Leptospira, com infecgdo comprovada e eliminagdo
do agente no meio ambiente junto com a urina (FRATINI et al., 2015).

A regido avaliada tem uma baixa cobertura vegetal natural (apenas 3,78% de sua area
territorial com é&reas preservadas) (SIFESP, 2019), sendo o0 pouco existente restrito
principalmente as matas ciliares que servem como corredores de dispersdo de fauna, estreitos e
espremidos entre residéncias e Rio Capivari, com observacdo de uso concentrado de uma
mesma area por diferentes espécies selvagens (CORBO et al., 2012).

A concentragdo de diferentes espécies em &reas restritas banhadas pelo Rio Capivari
seria uma explicacdo para a exposicdo de diferentes espécies, especialmente aquelas semi-
aquaticas e nao arboricolas, a um ambiente de beira de rio, alagavel no periodo chuvoso,
permanentemente Umido e a presenca de gambas, capivara e ratdo-do-banhado reagentes a
sorologia para anticorpos para Leptospira na area estudada ¢ um indicativo da contaminagdo
ambiental bacteriana existente na érea.

Dentre os 11 sorogrupos de leptospira identificados nos animais silvestres avaliados,
Icterohaemorrhagiae foi o mais frequente, mostrando o provavel contato direto ou indireto com
urina de Rattus norvegicus, especialmente dos gambas. O isolamento ou identificagdo de
Leptospira da urina de gambas configura este grupo de mamiferos como reservatorios destas
bactérias (SILVA et al., 2013; FORNAZARI et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

Estando os gambaés visitando os domicilios humanos, existe 0 risco de transmisséo de
Leptospira destas espécies para as pessoas e seus animais de companhia, e eventualmente a via
oposta, com a infeccdo de gambéas por leptospiras de cdes, fato observado neste estudo com o
encontro de pelo menos um gamba com titulo soroldgico dominante para o sorogrupo Canicola.

A reatividade para outros sorogrupos indica o contato com leptospiras oriundas de
outras espécies de hospedeiros como observado para 0s gambas e capivara que reagiram para 0

sorogrupo Sejroe, prevalente na espécie bovina.
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Conforme orientado pela Organizagdo Mundial da Saide (WHO, 2003), o
conhecimento da frequéncia de infecgdo de animais selvagens por Leptospira permitiu mostrar
0 papel sentinela dos mesmos para a contaminacdo ambiental para pelo menos 11 sorogrupos de
Leptospira, no meio antropico da &rea estudada, especialmente entre gambés e roedores
aquaticos como a capivara e ratdo-do-banhado.

O gambé-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) foi a espécie mais frequente nas
capturas e apresentou 35,9% (14/25) de positividade a sorologia, mostrando uma alta exposicao
desta espécie a infeccdo por Leptospira, e dentre estes houve maior frequéncia de reatividade ao
sorogrupo Icterohaemorrhagiae, com 35,71% (5/14), seguido do sorogrupo Gryppotyphosa com
28,57% (4/14) de positividade a sorologia, indicando contaminacdo ambiental por tais
leptospiras e a possibilidade de exposicao e infeccdo de humanos e animais domésticos para tais
bactérias, ressaltando-se que novos estudos sdo necessarios para uma melhor caracterizagdo da

leptospirose na &rea estudada.
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Tabela 1. Frequéncia absoluta de animais reagentes e ndo reagentes ao MAT e prevaléncia de

sororeagentes em mamiferos silvestres de area antrépica do municipio de Monte Mor, Sao

Paulo, Brasil.
Espécie R NR Total Prevaléncia IC
Didelphis albiventris 14 25 39 35,90% 21-51%
Sphiggurus villosus 0 4 4 0% -
Hydrochoerus hydrochaeris 1 0 1 100% -
Myocastor coypu 1 0 1 100% -

IC: Intervalo de Confianca; R: Reagente ao MAT; NR: N&o Reagente ao MAT.
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Tabela 2. Espécies (genomoespécies), sorogrupos e sorovares dominantes, nimero de animais reagentes e titulos de anticorpos detectados por
aglutinacao microscépica (MAT) em soros de mamiferos silvestres de &rea antrépica do municipio de Monte Mor, SP, Brasil.

Hospedeiro Espécie Sorogrupo Sorovar Dominante n Titulos
100 200 400
D. albiventris L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 5 2 2 1
L. kirshneri Grippothyphosa Grippothyphosa 4 4
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes 2 2
L. interrogans Sejroe Wolffi 1 1
L. biflexa Andamana Andamana 1 1
L. interrogans Djasiman Djasiman 1 1
L. santarosai Shermani Shermani 1 1
L. biflexa Semaranga Patoc 1 1
L. interrogans Canicola Canicola 1 1
L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 1 1
M. coypus L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 1 1
L. kirshneri Cynopteri Cynopteri 1 1
H. hidrochaeris L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 1 1
L. interrogans Pomona Pomona 1 1
L. interrogans Sejroe Sejroe 1 1
4 genomoespécies 11 sorogrupos 12 sorovares 23 14 8 1

*Reagente com mesmo titulo a pelo menos dois sorovares de sorogrupos distintos (Gambas, titulos: 100 Djasiman/ Grippotyphosa; 100
Canicola/Cynopteri/Grippotyphosa; 200 Icterohaemorrhagiae/Pyrogenes; Ratdo do banhado: titulo 100 Icterohaemorrhagiae/ Cynopteri;
Capivara: titulo 100 Canicola/Pomona/Sejroe)



