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RESUMO

Trichinella spp. € um nematédeo zoondtico amplamente difundido no mundo, porém
com poucos dados no Brasil. Afeta uma grande variedade de hospedeiros como
porcos domésticos e javalis, cavalos, roedores, carnivoros selvagens, aves e réepteis.
Os mamiferos selvagens atuam como 0s principais reservatorios, pois a biomassa
do parasita € maior neles que na fauna doméstica. Na América da Sul, além dos
suinos domésticos e javalis, ha relatos de ocorréncia em oncas pardas na Argentina
e no Chile. A Argentina e o Brasil, devido a proximidade geografica, podem
compartilhar a vida selvagem e consequentemente seus patdgenos, e assim, torna-
se imprescindivel o monitoramento de animais selvagem quanto a presenca da
Trichinella spp., com foco na saide humana e animal e na seguranca da producdo
de suinos. Ainda ndo existe no pais um programa oficial de vigilancia da Trichinella
spp., mas algumas instituicbes governamentais realizam sorologia em amostras de
suinos asselvajados que foram submetidas ao Programa de Controle da Peste
Suina Classica. No Brasil, os animais domésticos sdo considerados livres da
doenca, porém evidéncias soroldgicas indicam a ocorréncia de triquinelose em
javalis nas regides Sul e Sudeste. O objetivo desse trabalho foi investigar a infeccao
por Trichinella spp. em javalis e carnivoros selvagens na regido sudeste do Brasil.
Foram testadas 136 amostras, sendo 121 javalis e 15 carnivoros selvagens. Testes
de digestdo enzimatica foram realizados em amostras musculares de 37 javalis e 15
carnivoros selvagens e 115 amostras de soro de javalis foram submetidas ao teste
de ELISA indireto com kits comerciais. Sete (07) amostras de soro de javalis
apresentaram resultado positivo na prova de ELISA (7/115= 6,1%, 95% IC 3,0-12,0).
N&o houve diferenca significativa entre sexo, idade e municipio de origem da
amostra. Nado foram encontradas larvas nas amostras musculares submetidas a
digestdo enzimatica. Os resultados sugerem a ocorréncia de um ciclo selvagem da
Trichinella no Brasil o que, com as crescentes alteracdes nos padrbes de
comportamento humano e habitos alimentares e a mudanca nas préticas agricolas,
pode ser um fator determinante para o aumento do risco de exposi¢cdo de animais

domesticos e seres humanos a esse importante nematodeo.

Keywords: Trichinella spp., javalis, carnivoros selvagens, ELISA indireto, Digestéao

enzimética, Brasil.



ABSTRACT

Trichinella spp. is a zoonotic nematode widely spread around the world, but with few
data in Brazil. It affects a large number of hosts such as domestic pigs and wild boar,
horses, rodents, wild carnivores, birds and reptiles. Wild mammals act as the main
reservoirs, as the parasite's biomass is greater in them than in the domestic fauna. In
South America, in addition to domestic swine and wild boar, there are reports of
occurrence in pumas from Argentina and Chile. Argentina and Brazil, due to
geographical proximity, can share wildlife and consequently their pathogens, and
thus, it is essential to monitor wild animals for the presence of Trichinella spp. aiming
at human, animal health and the safety of swine production. There is not yet an
official Trichinella spp. surveillance program in the country, but some government
institutions perform serology on samples of feral pigs that were submitted to the
Classical Swine Fever Control Program. In Brazil, domestic animals are considered
free of the disease, but serological evidence indicates the occurrence of trichinellosis
in wild boar in the South and Southeast regions. The aim of this work was to
investigate the infection by Trichinella spp. in wild boars and wild carnivores in
southeastern Brazil. For that, we tested 136 samples, 121 of wild boars and 15 of
wild carnivores. Enzymatic digestion tests were performed on muscle samples from
37 wild boars and 15 wild carnivores and 115 wild boar serum samples were
submitted to indirect ELISA test with commercial kits. Seven (07) wild boar serum
samples were positive in the ELISA test (7/115= 6,1%, 95% CI 3,0 -12,0). There was
no significant difference between sex, age and city of origin in the sample. Larvae
were not found in muscle samples submitted to enzymatic digestion. The results
suggest the occurrence of selvatic cycle of Trichinella spp. in Brazil which, with the
increasing changes in human behavior patterns and eating habits and the change in
agricultural practices, may be a determining factor for the increased risk of exposure

to domestic animals and humans to Trichinella.

Keywords: Trichinella spp., wild boar, wild carnivores, indirect ELISA, Enzymatic

digestion, Brazil.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéo

A crescente destruicdo dos ambientes naturais e o rapido avanco da agricultura
e da pecuaria tem proporcionado um contato maior entre as populagées humanas e
seus animais domésticos com as populacdes de animais silvestres em seus habitats.
Alteracbes ambientais em escala global podem promover o desequilibrio da relacéo
hospedeiro-parasita, pois podem causar aumento ou diminuicdo da populagéo de
hospedeiros, alteracdes no comportamento dos vetores, perda de habitats e
aumento do contato entre populacbes domésticas e selvagens e,
consequentemente, maior intercambio de patdgenos entre elas.

Os animais silvestres podem ser reservatérios ou portadores de patbgenos com
relevancia & satde humana e com impacto sobre a conservagdo da vida selvagem e
da producédo animal do pais, inclusive com consequéncias econémicas. Até 75% dos
patdgenos emergentes e re-emergentes de humanos sdo zoondticos e muitos
desses patdgenos tiveram origem em animais selvagens.

Trichinella spp. € um dos patdgenos zoonéticos mais difundidos e ja foi detectada
em animais domésticos e selvagens em quase todo o mundo, com excec¢do da
Antartida. A infeccdo se da por meio da ingestdo de carne contendo as larvas
infectantes do parasita e pode ocorrer na natureza em um ciclo selvagem, que tem
como principal hospedeiro os mamiferos selvagens, ou no ambiente doméstico, em

um ciclo mantido principalmente por suinos domésticos e animais sinantropicos.

Em humanos, a infeccdo ocorre com a ingestéo de carne de animais domésticos
ou de caca crua ou preparada inadequadamente. A ocorréncia de triquinelose esta
fortemente relacionada a praticas alimentares culturais e, historicamente, sempre foi
relacionada ao consumo de carne de porco. Porém, nos ultimos anos, é notavel que
0s casos de triquinelose causados pelo consumo de carne de javalis e outros
animais de caca aumentaram em varias partes do planeta, o que é preocupante,
dada a grande quantidade de javalis invasores registrados em diversos paises do

mundo e o crescente interesse pela cagca e consumo da carne desses animais.

A carne de javali é, atualmente, a segunda fonte mais importante de triquinelose

humana e tem sido responsavel por muitos surtos relatados nos ultimos anos na



Europa, Asia e América do Norte e do Sul. A cacga e o consumo da carne de javalis
em diferentes partes do mundo aumentaram o risco de exposicdo humana
a Trichinella, principalmente cacgadores, seus grupos familiares e amigos que
possuem o habito de compartilhar a carne cacgada.

O primeiro caso de triquinelose em humanos na América do Sul associado a
carne de javalis foi registrado no Chile em 2004, depois houve registro na Argentina
em 2012. A Argentina € considerada endémica para triquinelose humana,
geralmente associada a carne de porcos domésticos, mas muitos estudos tém sido
desenvolvidos no pais e tém demonstrado diversos animais selvagens infectados
com Trichinella spp., como os javalis e carnivoros selvagens. O Brasil e a Argentina
sdo paises geograficamente muito proximos, que fazem fronteira e com isso, ha
grande possibilidade de ocorrer um compartilhamento e transito de vida selvagem e,
consequentemente, de seus patdgenos e parasitas.

No Brasil ha uma grande quantidade de javalis invasores e a caca € a principal
estratégia de controle dessa populacdo. A comercializacdo da carne de javalis
abatidos é proibida, mas houve o aumento do interesse e do consumo o que pode
caracterizar um fator de risco a salude humana jA que essa carne ndo possui

nenhum controle sanitario.

O Brasil é considerado livre da triguinelose em animais domésticos e em 2017
deixou de ser considerado livre em animais selvagens ap6s um estudo soroldgico
realizado pelo MAPA e Embrapa Suinos e Aves em javalis que demonstrou
anticorpos contra Triguinella spp. em amostras avaliadas das regides Sul, Sudeste e

Centro-Oeste, inclusive no interior de Sao Paulo.

Nao ha no Brasil um projeto de Vigilancia de Triquinella spp. em animais
selvagens oficializado e bem estruturado, mas ha uma parceria do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA com a Embrapa Suinos e Aves que
realiza testes sorologicos para Trichinella spp. em amostras de soro de javalis
abatidos por cacadores autorizados e cadastrados no Sistema de Informacao de
Manejo de Fauna (SIMAF) e/ou amostras vindas das Unidades Regionais de Defesa
Agropecuaria. O Estado de S&o Paulo encaminha para a Embrapa amostras de soro

de javalis apo6s terem sido analisadas pelo projeto de “Vigilancia direta e indireta em



suideos asselvajados de vida livre (javalis)” no qual sé&o testadas para diversas
doencas como a Peste Suina Classica (PSC). Porém, ndo ha instituicdes
autorizadas pelo MAPA que realizem a pesquisa do parasita pela técnica de
digestdo enzimatica, técnica padrdo ouro para diagnoéstico de Triquinella spp., em

suideos asselvajados e animais selvagens.

O monitoramento de Trichinella spp. em suideos asselvajados e outros
mamiferos selvagens representa uma ferramenta importantissima para a
compreensao da situacdo do patdgeno no pais e o conhecimento dos hospedeiros
envolvidos. Esses dados podem colaborar com a elaboracdo de programas de
controle da doenca e estruturacdo de politicas publicas de manejo de espécies
selvagens invasoras, corroborando o conceito de “One Health” que visa demonstrar

a integracao indissociavel existente entre a satde animal, humana e ambiental.

2. Revisao de Literatura

2.1. Trichinella spp.

Trichinella spp. € um parasita nematdédeo zoonoético pertencente a familia
Trichinellidae. Seu ciclo de vida é constituido por duas fases distintas: uma fase
enteral, curta, na qual se desenvolvem as formas adultas. As fémeas sao viviparas e
liberam larvas L1 que prontamente ganham a circulacdo, iniciando a préxima fase. A
fase sistémica é caracterizada pela distribuicdo de larvas por todo o corpo do
hospedeiro, concluindo com a penetracdo das larvas em células de musculos
estriados, induzindo a formacdo de “nurse cells”, ou seja, uma célula muscular
estriada modificada que perde sua funcéo inicial e passa a nutrir a larva que fica
encapsulada nessa célula (Euzeby, 1994, Malakauskas et al., 2001; Magalhéaes,
2003).

A fase enteral se inicia com a ingestdo de carne crua ou mal cozida com
cistos de Trichinella spp.. As larvas presentes na musculatura sdo liberadas apos
acao dos acidos estomacais e, em poucas horas, migram para o intestino delgado e
invadem o epitélio. Alojadas na parede do intestino, as larvas passam por quatro
mudas até atingirem a fase adulta e iniciam a reprodugdo sexuada

aproximadamente trinta horas apds a infeccdo. Nessa fase, o hospedeiro pode



apresentar desconforto abdominal e/ou febre leve. Apos trés a quatro dias, ocorre a
liberacdo de larvas L1 no intestino que, através do sistema circulatorio migram por
todo o organismo do hospedeiro, buscando principalmente os 6rgaos e tecidos com
maior disponibilidade de oxigénio como cérebro e musculos. Nos musculos
estriados, as larvas se encapsulam e iniciam a modificacdo da célula muscular
transformando-a em uma “nurse cell”. Nessa fase de migracao e invaséo das células
musculares estriadas ocorrem os sintomas agudos da doenca e o hospedeiro pode
apresentar nausea, vomito, diarreia, febre, calafrios, dores abdominais e musculares
e, em casos muito graves, complicacdes cardiacas ou neurologicas e morte. A
sintomatologia depende da quantidade de larvas, dos tecidos afetados e da resposta
imunologica do hospedeiro. Passando por essa fase o0s sintomas regridem e o
hospedeiro se torma portador das larvas que, em quinze a vinte dias ap0s a
infeccdo, j& sdo infectantes (Liu et al.,, 2001; Bruschi & Murrell, 2002). Algumas
espécies ndo encapsulam, ou seja, as larvas nao desenvolvem a “nurse cell” e foi
sugerido que elas podem se mover livremente entre as fibras musculares (Pozio e
Zarlenga, 2005).

O primeiro registro de um parasita com as caracteristicas de Trichinella spp.
ocorreu em 1835, quando um estudante britdnico de medicina analisou os musculos
de um cadaver humano que tinha o diafragma com aspecto de areia, descrevendo a
primeira infecgado por Trichinella (Owen, 1835). Alguns anos depois, em 1846, o
mesmo parasita foi encontrado em carne de porco nos Estados Unidos pelo Dr.
Joseph Leidy. Somente em 1860 o pesquisador Friedrich Albert von Zenker
conseguiu relacionar a carne de porco como fonte de Trichinella em um caso de
triquinelose humana, sendo esse o primeiro relato do carater zoonadtico do parasita.

Durante muitos anos, acreditou-se na existéncia de apenas uma espécie,
Trichinella spiralis, e as pesquisas eram baseadas em um ciclo doméstico
envolvendo o0s suinos domésticos e roedores sinantrépicos, pensando
principalmente na redugédo do impacto econdémico e da transmissdo para humanos
(Pozio, 2000). Poucos estudos citavam a ocorréncia de Trichinella na fauna
selvagem e o papel desses animais como hospedeiros era desconhecido. Em 1972,
pesquisadores relataram o parasita infectando aves e animais selvagens e

apresentando baixa infectividade em suinos e assim, foram descritas trés novas
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espécies, Trichinella pseudospiralis (Garkavi, 1972), Trichinella nativa e Trichinella
nelsoni (Britov e Boev, 1972).

Inicialmente eram descritos quatro diferentes ciclos epidemioldgicos, a
maioria relacionada a infeccdo humana e apenas um ciclo silvestre que considerava
a ocorréncia em carnivoros selvagens (Madsen, 1974). Em 1983, Campbell
identificou dois ciclos principais, um doméstico e um silvestre, e demonstrou a
existéncia de uma relacdo entre eles. Estudos posteriores do mesmo autor, em
1988, descreveram ciclos diferentes de acordo com acordo com o clima em que
ocorriam e em 1992, uma revisdo taxondmica do género Trichinella, publicada por
Pozio e colaboradores, demonstrou a existéncia de diferentes espécies de
Trichinella para cada um dos ciclos relacionados ao clima descritos anteriormente
(Pozio et al., 1992).

Com a melhoria das técnicas de diagndstico e identificacdo dos parasitas,
outras espécies de triquinela foram identificadas em diversos hospedeiros e houve
um grande incremento no conhecimento da epidemiologia e controle da triquinelose
em todo o mundo (Gajadhar & Gamble, 2000; Pozio, 2000). Nos dias atuais séo
reconhecidas dez espécies de Trichinella e trés gendtipos divididos em dois clados:
0s encapsulados e os ndo encapsulados. O clado encapsulado compreende as
espécies e genotipos Trichinella spiralis, T. nativa, T. britovi, T.  murrelli,
T6, T. nelsoni, T8, T9, T. patagoniensise T. chanchalensis que parasitam
hospedeiros mamiferos. O clado ndo encapsulado compreende as espécies
Trichinella pseudospiralis, T. papuae e T. zimbabwensis que podem acometer
mamiferos, aves e répteis (Pozio & Zarlenga, 2013; Sharma et al., 2020). As larvas
de espécies conhecidas podem ser identificadas pela técnica de amplificacdo da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de uma Unica larva e os genétipos sao
formas larvais que ndo puderam ser identificadas pela PCR e também néo puderam
ser classificadas taxonomicamente devido ao desconhecimento de suas formas
adultas (Zarlenga et al., 1999 , Pozio & La Rosa, 2003)

Dos dois ciclos epidemiologicos considerados por Pozio (1992), sabe-se que
um é doméstico e envolve porcos e animais sinantropicos e tem a Trichinella spiralis
como principal agente infectante. O outro é um ciclo selvagem que envolve

principalmente diferentes espécies de carnivoros selvagens e o javali e varias
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espécies de Trichinella (T. nativa, T. britovi, T. murrelli, T. pseudospiralis, T. nelsoni)
como agentes infectantes e ainda, diversos padrdes de transmissédo dependendo da
regido geografica, temperatura, altitude, espécies envolvidas e comportamento
humano (Pozio, 2000, 2001; Murrell & Pozio, 2000).

Nos ultimos anos tem se destacado um padrdo de transmissdo envolvendo
animais silvestres como fonte de infeccdo, tanto para animais domeésticos (p. ex.
porcos criados extensivamente proximos as populacbes de animais selvagens)
quanto para humanos (consumo de carne de caga). As trichinelas que possuem
animais selvagens como hospedeiros podem ser transmitidas aos animais
domésticos e aos humanos (Navarrete et al., 1991; El-Gawady, 2001; Pozio, 2000,
2013). Em ambos os ciclos 0 ser humano é sempre um hospedeiro acidental (Soulé,
1994).

2.2. Diagnostico

2.2.1. Métodos Diretos

Segundo a OIE, A infeccdo por Trichinella spp. pode ser diagnosticada por
métodos diretos e indiretos. Os métodos diretos tem o objetivo de identificar o
parasita nos tecidos musculaes do hospedeiro e precisam ser altamente sensiveis,
ainda assim, o desempenho da técnica € influenciado pelo tamanho da amostra, o
tipo de musculo selecionado para amostragem e o método usado. (Nockler et al.,
2000; OIE, 2021). A melhor musculatura para identificacdo das larvas pode variar de
uma espécie para outra de hospedeiro e de uma espécie para outra de Triqunella,
sendo, no geral, bons muasculos para identificacdo o diafragma, lingua, masseter,
antebraco dentre outros (Gamble et al., 2000).

Os métodos diretos empregados no diagnéstico pds mortem da infec¢do por
Trichinella spp. sdo: a triquinoscopia e a digestao enzimatica artificial.

A triquinoscopia é uma técnica direta realizada por exame microscépico do
tecido muscular espremido entre placas de vidro. Um pequeno pedaco de musculo,
aproximadamente do tamanho de um gréo de arroz, € colocado entre duas laminas
e pressionado. Ao avaliar essa estrutura no microscopio, caso tenha larvas de

Trichinella spp., & possivel identificar as larvas encapsuladas entre as fibras



musculares, uma estrutura caracteristica do parasita. Porém, essa técnica ndo tem
sido mais recomendada, pois apresenta baixa sensibilidade, principalmente para
identificacdo de larvas de espécies ndo encapsuladas, como € o caso daT.
pseudospiralis (Kapel, 2005).

O outro método direto é digestdo enzimatica artificial que possui sensibilidade
alta sendo possivel a deteccdo de 1 a 3 larvas por grama de tecido muscular. A
técnica consiste na digestdo de amostras musculares utilizando uma solucdo de
digestéo artificial composta por pepsina e acido cloridrico, seguido de processos de
filtracdo e sedimentagéo finalizando com uma triagem e exame microscopico. O
processo de digestdo permite a liberacdo das larvas presente na musculatura,
encapsuladas ou ndo encapsuladas, e € considerada pela OIE como a técnica
padrdo ouro para diagnéstico da Trichinella spp. (Gamble, 2000; Kapel et al., 2005;

OIE, 2021).

2.2.2. Métodos Indiretos

Os testes indiretos sdo baseados na resposta imune do animal infectado e
possuem alta sensibilidade, mas podem n&o detectar uma infeccdo precoce. De
acordo com a Comisséo Internacional de Triquinelose, a sorologia para Trichinella é
considerada adequada para a vigilancia e inquéritos epidemiolégicos de animais
domésticos e selvagens, mas ndo sdo recomendados para inspecdo de produtos
para consumo humano. Testes soroldgicos, juntamente com sinais clinicos, séo
usados para fazer o diagnéstico em casos de doencas humanas (Gamble, 2000;
OIE, 2021).

O teste de imunoabsorcdo enzimatica — ELISA — é o método recomendado
pela OIE para utilizacdo em animais devido a sua alta sensibilidade, baixo custo e
praticidade na execucdo. A Comisséo Internacional de Trigquinelose recomenda a
utilizacdo de testes ELISA que usam 0s antigenos excretores/secretores (ES) que
sao obtidos a partir da manutencéo in vitro de larvas do masculo Trichinella spiralis e
sdo reconhecidos por soros de hospedeiros infectados por todas as espécies e
genatipos de Trichinellas identificados até agora. Com isso, a especificidade do teste
também é considerada alta (Bruschi et al., 2019; OIE, 2021).



2.2.3. Métodos Moleculares

Métodos moleculares sdo usados para distinguir as Vvarias espécies
de Trichinella e costumam ser empregadas nas larvas encontradas apés a técnida
de digestdo enzimatica. Uma PCR multiplex foi desenvolvida a partir de dados
parciais de sequéncia de DNA gerados a partir dos espacadores transcritos internos
ITS1 e ITS2 e da regido de expansdo do segmento V da repeticdo de rRNA de
diferentes espécies e genotipos de Trichinella. Esta PCR multiplex é uma
abordagem molecular sensivel que pode identificar uma Unica larva nos niveis de

espécie e gendtipo (Gottstein et al., 2009).

2.3. Distribuicado Geogréafica

Trichinella spp. € um dos patégenos zoonéticos de maior distribuicdo mundial,
com registros de sua deteccdo em diversas espécies de animais domeésticos e/ou
selvagens em todos os continentes, com excecdo da Antartida (Pozio & Murrell,
2006). Uma grande quantidade de hospedeiros ja foi envolvida em seu ciclo como
porcos domésticos, cavalos, roedores, carnivoros selvagens, javalis, aves e répteis
(Reichard et al, 2015; Pozio, 2019). Trichinella spp. ja foi documentada em 66 paises
de todo o mundo e ja foram relatados surtos de triquinelose humana em 55 paises,
com uma média global anual de 5751 casos e cinco mortes (Devleesschauwer et al.,
2015, Pozio & Murrell, 2006, 2011 , Pozio, 2007; 2019).

2.3.1. Europa

Na Europa, Trichinella esta amplamente distribuida e quatro espécies
ocorrem no continente: T. spiralis, T nativa, T. britovi e T pseudospiralis. Os
hospedeiros variam de uma espécie pra outra e sdo mais frequentes os carnivoros
selvagens, os javalis e os porcos domeésticos. Os suinos domeésticos e os javalis s&o
acometidos de forma diferente por T. spiralis, T. britovi e T pseudospiralis. Trichinella
spiralis € a espécie mais frequente e mais adaptada a esses hospedeiros e sua
deteccdo tem ocorrido principalmente em criacbes domésticas de fundo de quintal

e/ou extensivas e em javalis de vida livre, principalmente na porcdo oriental da
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Europa. Trichinella britovi e T. pseudospiralis sdo as mais amplamente difundidas no
continente europeu e sobrevivem por menos tempo na musculatura de hospedeiros
suideos, mas sao mais adaptadas aos hospedeiros carnivoros. JA T. nativa ndo
afeta suinos domeésticos e raramente ocorre em javalis, mas & a espécie mais
frequente em carnivoros selvagens e de maior ocorréncia na Europa (Pozio and
Murrell, 2006; Pozio et al., 2009; Pozio, 2019).

2.3.2. Asia

Os paises asiaticos sdo quase todos endémicos para triquinelose humana e a
doenca é considerada uma das principais zoonoses alimentares em paises em
desenvolvimento e desenvolvidos no Extremo Oriente. A ocorréncia da doenca é
diferente de acordo com a regido, os habitos alimentares, as condi¢des sanitarias e
de vigilancia da seguranca alimentar (Gonzales et al.,2020), mas esta geralmente
associada ao consumo de carne de suinos domésticos crua ou mal cozida (Cui et
al., 2013; Jiang et al., 2016). Outras fontes de carne também sé&o relacionadas a
surtos da enfermidade em humanos como a carne de urso, cdes domeésticos e de
caprinos (Takahashi et al., 2000; Pozio, 2001)

As espécies de Trichinella ja descritas na Asia sdo T. spiralis, T.
pseudospiralis, T. papuae, T. britovi e o gendétipo T9, registradas em uma vasta
gama de hospedeiros como ursos, javalis, cdes e gatos domeésticos, roedores
sinantrépicos e carnivoros selvagens (Pozio, 2007; Zarlenga et al., 2020; Liu Yi et
al., 2021).

A China possui uma situacao bastante delicada quanto a triquinelose humana,
com muitos surtos com mortes relatados todo ano. A maioria deles ocorre em uma
regido especifica do pais que abrange as provincias de Yunnan, Henan, Tibete e
Hubei, dentre outras, onde a prevaléncia de infec¢cdo em suinos domésticos chega a
50% de prevaléncia para Trichinella spiralis. Mais de 10% da populagdo humana
dessa regido possui anticorpos contra o parasita (Takahashi et al., 2000; Pozio,
2007; Liu Yi et al., 2021)
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2.3.3. Africa

No continente africano héa relatos de infeccdo por Trichinella principalmente
em carnivoros selvagens como ledes (Panthera leo) e hienas (Crocuta crocuta), mas
mais de cem espécies de mamiferos e répteis selvagens ja foram confirmados como
naturalmente infectados com Trichinella spp. (Mukaratirwa et al., 2019). As espécies
que ocorrem nos paises africanos s@o Trichinella britovi na porcdo norte, Trichinella
zimbabwensis em toda a regido subsaariana, Trichinella nelsoni na por¢cao sudeste
do continente e o genotipo T8, registrado na regido sul (Zarlenga et al., 2020).

A triquinelose humana é pouco frequente no continente e foi relatada
principalmente em minorias étnicas e turistas na Argélia, Camarfes, Republica
Democrética do Congo, Egito, Etiopia, Quénia, Senegal e Tanzania. Provavelmente,
a baixa ocorréncia em populagdes nativas se deve ao costume de consumir carnes
bem cozidas e ao fato da maioria da populacdo humana ser muculmana e nao
consumir carne de porco ou carne de carnivoros. Ainda assim, alguns surtos em
humanos foram relacionados ao consumo de carne de porcos selvagens e javalis
tendo T. nelsoni e T. britovi como agentes etiologicos (Pozio, 2007; Mukaratirwa et
al., 2013).

2.3.4. Oceania

A Oceania possui poucos relatos de Trichinella spp. em animais e humanos.
A Austrdlia é considerada livre da doenca humana, pois ndo ha relato de nenhum
caso autdctone de triquinelose. Trichinella pseudospiralis ja foi detectada em
marsupiais e aves na Tasmania (Obendorf et al. 1990 e Obendorf & Clarke, 1992),
mas o parasita ndo foi detectado em roedores sinantrOpicos, suinos e gatos
domésticos e raposas (Waddell, 1969; Pozio and Murrell, 2006).

Pozio, em 2007 defendeu a necessidade de uma investigacdo mais extensa
na Australia, pois o0 pais estd muito préximo da Papua Nova Guiné, onde ha relatos
de T. papuae em porcos domesticos, javalis e crocodilos, além de humanos
soropositivos, sugerindo necessidade de atualizagdo do status sanitario do pais em
relacdo a esse patogeno (Pozio et al., 2005; Owen et al., 2005).

Na Nova Zelandia, T. spiralis ja foi relatada afetando porcos, gatos

domésticos e roedores sinantropicos e casos esporadicos em humanos apdés
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ingestdo de carne suina (Buncic, 1997; Liberona & MacDiarmid, 1988; Pozio and
Murrell, 2006; Pozio, 2007).

2.3.5. América

Nas Ameéricas ainfeccdo por Trichinellatambém ocorre em animais
domeésticos e selvagens e representa problema de saude publica (Betti et al.,
2014 ; Ortega- Pierres et al., 2000 ).

Na América do Norte, o Canada e os EUA possuem um histérico de
ocorréncia de Triquinella spiralis em suinos domésticos anteriormente criados de
forma doméstica e artesanal, mas com o advento da tecnologia e controle da criacédo
de suinos nesses paises a incidéncia caiu consideravelmente nas ultimas décadas.
Porém, em ambos os paises, € frequente a presenca de Trichinella spp. em animais
selvagens como ursos (Ursus americanos), morsas (Odobenus rosmarus), raposas
(Pseudalopex spp.), javalis (Sus scrofa) dentre outros mamiferos selvagens e alguns
surtos isolados da enfermidade em humanos tém sido relacionados ao consumo de
carne de caca (Pozio, 2007; Zarlenga et al., 2020). Nos EUA, assim como em
diversos paises do mundo, ha uma grande preocupacdo quanto ao aumento
consideravel de javalis de vida livre e a préatica de caca e consumo da carne desses
animais, além deles poderem ser uma fonte de infeccdo de Trichinella para porcos
caipiras (Hill et al., 2014 ).

Cinco espécies e um genotipo de Trichinella ocorrem na América do Norte: T.
spiralis, T. nativa, T. pseudospiralis, T. murrelli, gendtipo T6 e uma espécie
identificada recentemente no Canada, T. chanchalensis, todas encontradas em
vertebrados terrestres (Gajadhar e Forbes, 2010; Jenkins et al., 2013; Sharma et al.,
2020; Zarlenga et al. 2020).

No México, os dados e pesquisas sdo escassos, mas ha relatos antigos de
infeccdo em porcos, cdes e gatos domésticos e humanos (Ortega-Pierres et al.,
2000) e mais recentemente um estudo sorolégico com cavalos identificou animais
soropositivos (Solis-Hernandez, 2020). Recentemente, 0 primeiro estudo realizado
com javalis no pais identificou sorologia positiva para Trichinella spp. em 5,5% das

amostras testadas (De-la-Rosa-Arana et al., 2021)
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Na Ameérica do Sul, Trichinella spp. € endémica na Argentina e Chile e ha
relatos da infeccdo em humanos, animais domeésticos, principalmente suinos, e em
animais selvagens como javalis e onga parda (Puma concolor). Nos ultimos anos,
houve um aumento consideravel nas pesquisas realizadas, principalmente em
animais selvagens, e quatro espécies de Trichinella ja foram identificadas: Trichinella
spiralis (animais selvagens e javalis na Argentina e javalis e onca parda no Chile),
Trichinella pseudospiralis  (porcos domeésticos na  Argentina), Trichinella
patagoniensis (on¢ca parda na Argentina) e Trichinella britovi (surto humano na
Argentina relacionado a salsichas contaminadas) (Pozio & Zarlenga, 2013, Ribicich
et al., 2010; 2020; Landaeta-Aqueveque et al., 2015; Winter et. al., 2019; Hidalgo et
al., 2013, 2019, Krivokapich et al., 2019). Nos demais paises, existem pouco ou
nenhum estudo sobre Trichinella spp., com raros registros da deteccdo de
anticorpos contra triquinela em porcos domeésticos na Bolivia (Macchioni et al., 2012)
e no Equador (Chavez-Larrea et al., 2005).

O Brasil é considerado um pais livre de Trichinella em animais domésticos
(OIE, 2021) e nenhum caso humano foi relatado no pais. Em 2016, pesquisadores
da Embrapa Suinos e Aves e Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento -
MAPA identificaram javalis soropositivos para Trichinella spp. em alguns Estados
brasileiros e a OIE foi notificada, alterando o status sanitario do pais (Santiago et al.,
2017).

2.4. Javalis (Sus scrofa) no Brasil

O javali (Sus scrofa) € um mamifero da Familia Suidae, pertencente a Ordem
Artiodactyla, subordem dos Suiformes, grupo representado por porcos-do-mato
(Familia Suidae e Tayassuidae) (Nowak, 1999). Possuem habitos alimentares
generalistas e alta capacidade de adaptacédo a diferentes ambientes, assim como
alta capacidade reprodutiva o que faz deles a espécie de mamifero terrestre com
maior distribuicdo geografica do mundo (Barrios-Garcia & Ballari, 2012; Barrios-
Garcia et al., 2014).

Originario da Europa, Asia e norte da Africa, o javali foi originalmente introduzido
na América do Sul no inicio do século XX, na Argentina, para fins de caca esportiva.

No Brasil, ha registros da entrada de javalis vindos do Uruguai por disperséo entre


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134814002123#b0170
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1980 e 1990, onde a populacdo é mais antiga e abundante (Pereira-Neto et al.1991),
mas também foi trazido por interesse humano em caca esportiva e zoologico. Na
década de 90, houve importacdo de animais vindos da Europa e Canada com o
objetivo de criacdo para corte, que nao obteve sucesso no Brasil devido a
dificuldades de comércio e, apds proibicdo da importacdo e criacdo comercial de
Suinos exoticos pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente — IBAMA, muitos javalis e
seus cruzamentos com porco domésticos acabaram sendo soltos na natureza,
iniciando assim, um grande processo de colonizagdo em territorio nacional (Pedrosa
et al., 2015).

O Uruguai, Argentina e Brasil sdo os trés paises da América do Sul mais
invadidos pelos javalis, sendo que a Argentina e o Brasil desempenham maior
importancia, pois sdo os paises com maiores dimensdes territoriais e 0s maiores
potenciais para expansdo da espécie. Nesses paises ja sdo registradas as maiores
areas e numeros de areas protegidas invadidas pelos javalis (Brasil, 2017).

O javali é considerado uma das 100 espécies exoticas invasoras mais deletérias
no mundo devido a seus impactos em ambientes naturais e na agricultura (Lowe et
al., 2000). Segundo a Unido Internacional para Conservacado (IUCN, 2018) os
principais impactos atribuidos aos javalis sdo: a destruicdo de lavouras e de
vegetacdo nativa, dispersdo de ervas daninhas, desequilibrio de processos
ecologicos, predacdo de espécies nativas, além de poderem ser reservatorios e
transmissores de muitas agentes patogénicos, o que pode gerar impactos sanitarios
graves tanto para populacbes selvagens quanto humanas e também para a
atividade pecuaria.

Desde 1995, existem normas para controle de javalis em vida livre no Brasil e
estavam restritas a alguns Estados como o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato
Grosso do Sul e Parana. Em 2010, uma instrugdo normativa do IBAMA (IBAMA,
2010) proibiu a caca de espécies consideradas pragas sem que estudos prévios e
pesquisas fossem realizados e instituiu um grupo de trabalho para definir propostas
para melhorar a eficiéncia do controle da espécie na natureza e medidas para
possibilitar a minimizacdo de impactos ambientais. Em 2013, o IBAMA publicou a
Instrucdo Normativa n° 3/2013, que reconhece o javali como nocivo, regulamenta o

controle da espécie em todo o territdrio nacional e proibe a criagdo em cativeiro
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(Brasil, 2013). Além disso, instituiu o Comité Permanente Interinstitucional de
manejo e monitoramento das populacdes de javalis em territério nacional, com
representantes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBI0), Ministério do Meio Ambiente (MMA), Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), Exército e Secretaria do Meio Ambiente de Sdo Paulo (SMA/SP) com
finalidade de subsidiar e assessorar tecnicamente a regulamentacéo e execucao das
acbes de prevencdo, deteccdo, manejo e monitoramento da espécie exotica
invasora javali em todo o territério nacional.

Em 2017, foi lancado o Plano Nacional de Prevencéo, Controle e Monitoramento
do Javali (Sus scrofa) no Brasil que estabeleceu as ac¢des necessarias a fim de
conter a expansao territorial e demogréfica do javali no pais e reduzir os seus
impactos, especialmente em areas prioritarias de interesse ambiental, social e
econdbmico. Esse plano instituiu regras para o controle da espécie por pessoas
fisicas ou juridicas, que devem atender aos requisitos e apresentar informacdes
sobre as atividades de manejo.

Desde 2013 a caca de javalis tornou-se a estratégia de controle mais usada e,
segundo a normativa vigente, os animais capturados durante as ac6es de controle
s6 podem ser abatidos no local da captura, sendo proibidos o transporte de animais
vivos e a comercializagdo da carne (Brasil, 2013). Porém, a normativa ndo proibe o
consumo da carne de javalis abatidos e ndo existe no pais regras de controle

sanitario dessa carne, caracterizando um fator de risco a saude humana.

2.5. Carnivoros Selvagens no Brasil
A Ordem Carnivora apresenta uma grande diversidade na América do Sul,
com 47 espécies (Prevosti & Soibelzon, 2012), das quais 28 ocorrem no Brasil,
representando as familias Canidae (seis espécies), Felidae (nove espécies),
Mustelidae (seis espécies), Procyonidae (cinco espécies) e Mephitidae (duas
espécies). Os carnivoros brasileiros apresentam uma grande diversidade de
tamanhos corporais, padroes de dieta e organizagbes sociais, portanto possuem

requisitos ecoldgicos diversos e tém sido pesadamente afetados por ameacas que
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vao desde a caca ilegal, desmatamento e atropelamentos a mortalidade por doencas
adquiridas de animais domésticos (de Mello Beisiegel et al., 2013).

No Brasil, a familia Felidae possui trés géneros e um total de nove espécies:
Gato-do-mato (Leopardus geoffroy), Gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus),
Gato-Maracaja (Leopardus wiedii), Gato-palheiro (Leopardus colocolo), Jaguarundi
(Puma yagouaroundi), Jaguatirica (Leopardus pardalis), Onca-parda (Puma
concolor), Onga-pintada (Panthera onca) e Gato-macambira (Leopardus tigrinus),
quase todas fazem parte da Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira Ameacada
de Extincao (Brasil, 2014). A Familia Canidae possui seis espécies distribuidas em
cinco géneros, Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), Cachorro-do-mato-de-orelha-
curta (Atelocynus microtis), Cachorro-vinagre (Speothos venaticus), Graxaim-do-
campo (Lycalopex gymnocercus), Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), Raposinha-
do-campo (Lycalopex vetulus). Os mustelideos, Familia Mustelidae, estédo divididos
em seis espécies em cinco géneros, Ariranha (Pteronura brasiliensis), Doninha-
amazonica (Mustela africana), Furdo (Galictis vittata), Furdo-pequeno (Galictis cuja),
Irara (Eira barbara), Lontra (Lontra longicaudis). Os Procionideos possuem quatro
espécies representando quatro géneros, Jupara-verdadeiro (Potos flavus), Mao-
pelada (Procyon cancrivorus), Olingo ou Jupara (Bassaricyon gabbii) e Quati (Nasua
nasua). Por fim, a Familia Mephitidae que possui duas espécies, Cangamba ou
Jaritataca (Conepatus semistriatus) e o Zorrilho (Conepatus chinga) (Pitman et al.,
2002).

O crescente interesse pelas pesquisas com carnivoros selvagens de vida livre
tem sido demonstrado em diversos trabalhos encontrados em literatura,
principalmente em Pargues Nacionais e Reservas Ecoldgicas, porém a ocorréncia
de carnivoros oriundos de vida livre atendidos em Centros de Triagem e
Reabilitacdo de Animais Silvestres tem aumentado nos Uultimos anos e as
ocorréncias atendidas sdo variadas, desde atropelamentos em rodovias, animais
perdidos em centros urbanos, filhotes encontrados 6rfaos, vitimas de queimada de
cana de aclUcar e matas até o trafico de animais (Associacdo Mata Ciliar - AMC e
Servigo de Patologia de Animais Selvagens — SEPAS - Departamento de Patologia,
Reproducdo e Saude Unica (DPRSU) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias — FCAV - Campus de Jaboticabal - SP — dados de registros internos
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2014 a 2018) o que pode demonstrar o efeito das alteragdes ambientais sobre esse
grupo. A pesquisa e o monitoramento de Trichinella spp. nesses animais podem
fornecer dados valiosos para a determinacdo do ciclo selvagem desse parasita no
Brasil, posto que os mamiferos selvagens sdo o0s principais hospedeiros da
Trichinella spp (Pozio, 2014).

3. Objetivos

3.1. Objetivos Gerais
Investigar a infeccdo por Trichinella spp. em javalis e carnivoros selvagens no
Estado de Séo Paulo, regido sudeste do Brasil, buscando ampliar o conhecimento

sobre o ciclo selvagem da triquinelose no pais.

3.2. Objetivos Especificos
l. Investigar a presenca de larvas de Trichinella spp. em amostras de javalis e
carnivoros selvagens;
Il. Investigar a presenca de anticorpos anti-Trichinella em amostras de soro
sanguineo de javalis pelo teste de ELISA indireto;
Il. Mapear a ocorréncia da infeccdo baseando-se nos locais de origem dos

animais positivos.
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CAPITULO 2 - Evidence of the occurrence of a wild cycle of Trichinella spp. in

Brazil

Abstract

Trichinella is a zoonotic nematode traditionally detected worldwide in both domestic
and wild animals. In South America, along with the occurrence of this parasite in
domestic pigs and wild boars, there are reports of infection in wild carnivores. Brazil
is considered free of the domestic cycle of Trichinella, but there is unpublished
serological evidence of infection in wild boars, which changed the Brazilian status in
OIE regarding the disease after an official communication. We investigated
Trichinella spp. infection in wild boars and wild carnivores in the Southeastern region
of Brazil. A total of 136 samples were tested, 121 from wild boars and 15 from wild
carnivores. Artificial enzymatic digestion (AED) tests were performed on muscle
samples from 37 wild boars and 15 wild carnivores, and 115 serum samples from
wild boars were tested by IELISA. Seven serum samples from wild boars tested
positive (7/115 = 6.1%, 95% CI 3.0-12.0), but no larvae were found in the AED.
There was no significant difference between sex, age, and location of the samples.
The serological results suggest that a wild cycle of Trichinella spp. may occur in
Brazil, but further analyses should be performed to confirm the presence of the

parasite.

Keywords: Trichinella spp.; wild boars; wild carnivores; iELISA; artificial digestion.

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Animals 2022, 12(4),

462; https://doi.org/10.3390/ani12040462.
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1. Introduction

Trichinellosis is caused by nematodes of the genus Trichinella, one of the most
widespread zoonotic pathogens in the world. These parasites have been reported in
domestic and wild animals on all continents except Antarctica [1]. Currently, ten
Trichinella species and three genotypes are recognized, and they are divided in two
clades: encapsulated and non-encapsulated [2]. The former comprises seven
species, with their respective genotypes in parentheses: Trichinella spiralis (T1),
Trichinella nativa (T2), Trichinella britovi (T3), Trichinella murrelli (T5), Trichinella
nelsoni (T7), Trichinella patagoniensis (T12), and Trichinella chanchalensis, along
with three genotypes, namely T6, T8, and T9. All of the encapsuled species are
known to affect mammals and lead to the formation of modified host cells called
“nurse cells”. The non-encapsuled clade is represented by Trichinella pseudospiralis
(T4), Trichinella papuae (T10), and Trichinella zimbabwensis (T11). These species
are mainly related to reptiles and birds and lost the capability to form nurse cells [3].

Carnivorism is essential for the Triquinella spp. life cycle as hosts acquire the
parasite by ingesting muscle tissue containing infective larvae [2—4]. There are two
different epidemiological cycles: the domestic cycle, related to urban and rural
settings and consisting of transmission between domestic and synanthropic animals,
in which rodents and pigs are the main hosts and Trichinella spiralis the most
frequently associated species; and the sylvatic cycle, which involves mainly
carnivores and wild boars as the most frequent hosts and includes several species of
Trichinella of both clades. The transmission patterns in this type of cycle are quite
diverse, as they are influenced by geographic region, temperature, altitude, host and
parasite species involved, and human behavior [5-7].

Wild mammals act as the main reservoirs of Trichinella spp. given the higher
biomass of the parasite in this group of animals [8], but domestic animals are the
most related to human cases [2,9,10]. Spillover between domestic and wild cycles
can occur, often being related to human activities [11]. The occurrence of
trichinellosis in humans is strongly related to cultural practices that involve eating raw
or undercooked meat. Even though it has been historically associated with pork
consumption, in many countries human infection results from ingestion of infected

meat from other animals, including game [7,12-17].
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Brazil is one of the South American countries most affected by wild boars, an
invasion that has been recorded in recent decades [18,19]. Wild boars are one of the
most relevant invasive species due to their deleterious impacts on the environment
[20]. Hunting is the main strategy to control the wild boar population in Brazil [18],
and as a result, the consumption of wild boar meat has become commonplace
among hunters and their social circle, despite the fact that the commercialization of
wild boar meat is prohibited. Due to the lack of sanitary control, there is a
considerable risk of foodborne diseases.

In South America, four Trichinella species have been diagnosed: T. spiralis in
domestic pigs from Argentina and wild boars and cougars from Argentina and Chile;
T. pseudospirallis in domestic swine from Argentina; T. patagoniensis in Argentinian
cougars; and T. britovi in sausages related to human outbreaks [2]. Brazil is
considered free of the domestic cycle of Trichinella spp., but an unpublished
seroepidemiological study revealed seropositive wild boars in indirect ELISA test,
changing the country’s OIE disease status in wild animals from “never reported” to
“‘infection in limited zones” [19]. The present study aims to investigate the infection by
Trichinella spp. in carnivores and wild boars, considering their role in the wild cycle of
these parasites, and to determine the occurrence of a wild cycle of Trichinella spp. in

the studied area.

2. Materials and Methods

The study was conducted in S&o Paulo State and covered an area of
approximately 43,000 km?. The estimated population of the area is 4,000,000 people,
according to the 2010 IBGE Census [21]. In this region, there is a predominance of
sugarcane, citrus, peanut, and corn crops. The vegetation cover is represented by
Atlantic rainforest and Cerrado savanna [22]. The climate in the studied region is
humid tropical (Aw, in the Koppen classification), characterized by significantly
warmer temperatures and quite dry winters [23].

The collection of wild boar samples was accomplished from 2018 to 2020 in 13
cities from S&o Paulo State. Initially, only blood samples were collected, as the
carcasses could not be necropsied due to logistical problems related to the hunters’

teams, which hindered the necroscopic examination. Later, these issues were solved
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and fragments of tongue, masseter, and diaphragm were collected along with the
blood samples. The field activities were suspended in March 2020 due to the COVID-
19 pandemic.

The wild boars were separated by sex and age based on tooth eruption pattern
[24,25]. The animals were classified as younglings when aged less than 12 months
old, adults when between 12 and 36 months old, and old adults when aged more
than 36 months old. In total, we obtained samples from 121 wild boars, 84 from
which only blood samples could be obtained, 31 from which blood and muscle tissue
samples could be obtained, and six from which only tissue samples were obtained
due to advanced hemolysis.

The sampling of wild carnivores occurred from 2018 to March 2020. We collected
fragments of tissues from 15 road-killed animals found in Matéo, Ribeirdo Preto,
Ibitinga, Jaboticabal, Santa Ernestina, Igarapava, Ituverava, Bebedouro, Araraquara,
Sertdozinho, and Catanduva. The muscle samples were stored at 2—8 -C for up to
five days until analysis. Blood samples could not be obtained due to the carcasses’
conditions.

The blood samples were centrifuged for serum extraction, and the obtained
serum samples were stored at —20 °C until analysis. The serum samples were
analyzed by indirect ELISA test validated for wild boars (ID Screen® Trichinella
Indirect Multi-species Kit, IDvet, Grabels, France) with high sensibility and specificity.
As Trichinella infection is a notifiable disease, the tests were developed at the
Laboratory of Animal Genetics and Health (LSGA) of the Embrapa Swine and
Poultry, in Concérdia, Santa Catarina State. This is the only Brazilian laboratory
authorized and recognized by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
(MAPA) for the serological diagnosis of Trichinella infection in wild boars in Brazil.
The samples were processed following the manufacturer's instructions and using
control serum provided in the commercial kit.

For wild boars, we used 20 g of diaphragm, tongue, and/or masseter muscles. For
the wild carnivores, 20 g of the forearm muscle, tongue and/or diaphragm was used.
The artificial enzymatic digestion technique was performed according to Gamble et
al. (2000) [26].

The 95% confidence intervals (95% CIs) of the obtained prevalence rates were
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calculated using the Wilson method. Fisher’s exact test was used to verify the
association between the prevalence rates and the variables of host sex, host age,
and host locality. The confidence intervals and Fisher’'s exact test were determined

using the R “binom” package, and the level of significance was 0.05.

3. Results

The total sampling effort of the team during the study period was of 960 h,
resulting in 0.12 animals/hour. In addition, we obtained 15 carcasses of road-killed
carnivores in roads from the region. Data on the obtained specimens, samples, and
tests are detailed in Table 1.

The muscle tissues from 37 wild boars and 15 carnivores were submitted to the
artificial enzymatic digestion test in search of Trichinella spp. larvae, but all tested
negative. From the 115 serum samples of wild boars tested, seven were positive for
Trichinella spp. (7/115 = 6.1%, 95% CI (3.0-12.0)): four females (04/56 = 7.1%, 95%
Cl (2.8-17.0)) and three males, (03/59 = 5.1%, 95% CI (1.7-13.9)), in the cities of
Barretos (05/57 = 8.8%, 95% CI (0.0-18.9)), Guaraci (01/08 = 12.5%, 95% CI (0.0—
47.1)), and Olimpia (01/06 =16.7%, 95% CI (3.0-56.3)) (Table 2, Figure 1).
According to the statistical analyses, there were no significant differences between
the prevalence of Trichinella spp. in the different cities, in the different age groups, or

between males and females (Tables 2 and 3).



Table 1. Animal species and number of samples evaluated by iELISA, iELISA, and enzymatic

digestion (iELISA+ED), and enzymatic digestion (AED).
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Species N Host Characteristics iElisa IEliea AED TOTAL
+ AED
M F Age

Wild boars (Sus scrofa) 121 61 60 46YL/69A/060A 84 31 06 121
Cougars (Puma concolor) 05 04 01 05 A - - 05 05
Ocelots (Leopardus pardalis) 03 03 00 03 A - - 03 03
Maned wolves (Chrysocyon brachyurus) 02 01 01 02 A - - 02 02
Crab-eating foxes (Cerdocyon thous) 04 01 03 04 A - - 04 04
Southern little Zﬁ?ttflfuds)cat (Leopardus 01 01 00 01 A ) ) o1 o1
TOTAL 84 31 21 136

N—number of animals; M—Males; F—Females; YL—Younglings; A—Adults; OA—OId adults.
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Figure 1. Map of South America (A). Location of the study area, distribution of animal groups, and
sampled cities in southeastern Brazil (B). The numbers indicate the number of animals examined in
each city: only wild boars, wild boars and wild carnivores, and only wild carnivores. The symbol &

represents cities with seropositive wild boars.



Table 2. Seroprevalence of Trichinella spp. antibodies in wild boars according to location.

Location N Prevalence (%) IC 95% (%)
Barretos 57 8,8 (5/57) 0,0-18,9
Cajobi 2 0 0,0-65,8
Colina 3 0 0,0-56,1
Guaraci 8 12,5 (1/8) 0,0-47,1
Jaboticabal 1 0 0,0-79,3
Matao 2 0 0,0-65,8
Monte Azul 16 0 0,0-19,3
Morro Agudo 10 0 0,0-27,7
Olimpia 6 16,7% (1/6) 3,0-56,3
Paraiso 7 0 0,0-35,4
Sé&o Siméo 2 0 0,0-65,8
Torrinha 1 0 0,0-79,3
TOTAL 115 6,1 (7/115) 3,0-12,0

No significant differences between sampling localities were observed in Fisher’s exact test (p = 0.74).

Table 3. Seroprevalence of Trichinella spp. antibodies in wild boars according to age and sex.

Host Characteristics N Prevalence (%) Cl 95%
Age
Younglings 44 11,4 (5/44) 4,9-24.0
Adults 65 3,1 (2/65) 0,8-10,5
Old adults 6 0 0,0-39,0
Sex
Females 56 7,1 (4/56) 2,8-17,0
Males 59 5,1 (3/59) 1,7-13,9

No significant differences were observed in Fisher’s exact test between prevalence and host age
(p = 0.23) or sex (p = 0.71).
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4. Discussion

Trichinellosis has already been described in Argentina and Chile, and five
countries in South America have reported the infection in animals by direct or indirect
methods [27]. The observed seroprevalence of Trichinella spp. in the studied wild
boars was 6.1% (7/115, CI95% (3.0-12.0)), without significant association between
infection and host age, sex, or locality. Historically, Brazil is free from Trichinella spp.
infection in synanthropic rodents [28], domestic swine [19,29-32], and horses
[33,34], and the disease was never reported in humans. However, even though the
OIE recognizes Brazil as free from the domestic cycle of Trichinella spp.,
serosurveillance in wild boars from Sdo Paulo, Mato Grosso, Santa Catarina, and Rio
Grande do Sul States revealed seropositive animals in the iELISA test, changing the
country’s status for the wild cycle, after an official communication by the government
agencies [19].

The global seroprevalence of Trichinella spp. in wild boars, the second most
important source of infection of this disease to humans, is estimated at 6% [35]. The
present study showed similar prevalence, 6,1% (95% CI 3.0-12.0), and the absence
of significant association between Trichinella spp. infection and host age, sex, or site
of collection. Although the applied statistical tests showed the absence of association
between the variables, in some cities a smaller number of samples was collected
when compared to others. The three cities where the samples of the seropositive
animals were obtained are geographically close, and perhaps a larger and more

uniform sampling would show a different result.

A meta-analysis of Trichinella infection in North America, Europe, Asia, and
Oceania indicated an absence of interactions between these factors, but in
Argentina, even though there were no differences between the age and sex of the
host, the prevalence of infection in wild boars from different Patagonia regions was
probably influenced by anthropic action due to the presence of cultivated areas [36].
In the present study, all sampled wild boars were captured in strongly anthropized
areas, mainly close to large sugarcane and citrus plantations, both inside the

cultivated areas or in the surrounding forest fragments.

The indirect ELISA test has high sensitivity and specificity; it is the recommended
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serological method for screening large numbers of animals for surveillance by the
World Organization for Animal Health [37]. The commercial kits are suitable for
detection of anti-Trichinella spp. Antibodies, both in serum and meat juice samples,
representing a reliable tool for serosurveillance of this parasite in domestic species.
When compared to direct methods such as enzymatic digestion, the ELISA test
exhibits higher sensitivity in samples with low parasite loads but has reduced ability
to detect antibodies in recently infected animals, even when infective larvae are
found in the muscle [26,38,39]. We were not able to collect tissue and serum
samples of all animals included in this study, and unfortunately we lack data of
artificial enzymatic digestion for the seropositive wild boars, preventing the
comparison between direct and indirect tests. The Western blot test could be useful
in order to discard cross-reaction to parasite species other than Trichinella spp., but
our laboratory lacks the infrastructure for this test. However, infection by other
species of parasites is frequent in these animals, as the studied animals were
parasitized by at least one helminth species [unpublished data]. The Elisa test used
offers high sensitivity and specificity based on the use of the excretory/secretory
(E/S) antigen that allows the detection of antibodies directed against Trichinella spp.
[manufacturer’'s manual] [40], so if nonspecific reactions were related to the positive
tests, the observed prevalence could be higher, but our team will continue its

surveillance of wild boars in search of Trichinella spp. larvae nonetheless.

Regarding the carnivores, ELISA could be an important tool in epidemiological
studies on these and other wild species [41]. The validation of serological assays for
non-domestic species, however, is hindered by the lack of reference sera, as well as
the fact that the samples are more prone to contamination and/or hemolysis, which
may cause predisposition to a higher number of false-positive results [42]. Therefore,
enzymatic digestion is the most reliable test for surveillance of these parasites in wild
carnivores. This diagnostic tool allows for the detection of parasitized animals with
one to three larvae per gram of tissue [43—45]. This method was successfully used to
identify Trichinella spp. in autochthonous and exotic wild animals from Argentina
[46,47] and Chile [48-50], even allowing the discovering of a novel species,

Trichinella patagoniensis, in Argentinean cougars [51].
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The negative results observed on enzymatic digestion, both for wild carnivores
and wild boars, may be related to a low larval load and/or low prevalence—or even
absence—of the parasite in the samples evaluated. When we consider the expected
prevalence for the enzymatic digestion technique, based on the prevalence obtained
in the serology technique, it was expected that the enzymatic digestion technique
could detect at least two positive samples (6.1% of 37 samples analyzed). There is
still the possibility that the population is infected with a species that produces a very
low parasite load, such as what happens with T. patagoniensis, which produces a
low parasite load in domestic swine and wild boar hosts [37,51-53]. The analysis of
samples from wild carnivores by artificial enzymatic digestion was the first study
performed in Brazil. The negative results are in line with negative results reported for
other wild species such as white-eared opossums (Didelphis albiventris), hairy
armadillos (Chaetophractus vellosus), Geoffroy’s cats (Leopardus geoffroyi), ferrets
(Galictis cuja), Molina’s hog-nosed skunk (Conepatus chinga), and Pampas foxes
(Lycalopex gymnocercus) from the northeastern region of Argentinean Patagonia
[54].

As for human infection, Brazilians traditionally do not have the cultural habit of
eating raw, undercooked, or smoked pork or game meat, and end up being less
exposed to the risk of transmission. Argentines and Uruguayans have very strong
traditions on the preparation and consumption of raw and smoked pork or wild boar
meat products (raw ham, chorizo, bacon), which increases the risk of exposure to
Trichinella [55]. A survey with registered hunters from S&o Paulo State, however,
revealed that 84.2% of them consume wild boar meat, and even though they
recognize that game meat can represent a health risk, 15.8% prefer undercooked
meat. In addition, 26.3% of the hunters reported using game meat for the
manufacture of products such as sausages and salami, thus presenting a potential
risk to human and animal health [56]. The cultural habit of consuming hunted wild
boar meat in Brazil is recent, since hunting this species has only been allowed in
2013 [57] and may represent a change in human behavior and the introduction of
new eating habits, which could lead to increased exposure to and risk of contracting

trichinellosis.
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Regarding animal health, wild boars can be a potential source of Trichinella spp.
for production systems located within the radius of occupancy of their populations
[58]. Although commercial pig farming in Brazil follows strict internal biosecurity
standards [59], it is known that there are more than 800 home-based or subsistence-
type farms with low confinement, as well as free-range/organic animal production in
Sdo Paulo state [60,61], similar to what occurs in Argentina [62,63]. These

production systems are more prone to spillover from the wild cycle of Trichinella.

Brazil still does not have a structured and well-defined surveillance program for
Trichinella spp. in wild boars or other wild animals. There is a partnership between
Embrapa Swine and Poultry and the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
(MAPA), with a proposal for structuring an epidemiological surveillance system as a
complement to the Health Surveillance System for Classical Swine Fever (CSF) [64].
With this partnership, Embrapa currently performs serological diagnostics for
Trichinella spp. in all serum samples that are sent by the Regional Units of
Agricultural Defense and go through the CSF program, and the results are reported
to MAPA, which is responsible for notification to the World Organization for Animal
Health (OIE). Registered hunters, who voluntarily collect and forward the biological
material, provide these samples to the regional units, making them important agents
for the surveillance of wild boars.

5. Conclusions

The wide distribution of wild boars and the presence of seropositive animals for
Trichinella spp. suggest that a wild cycle may occur in Brazil, which, with new
patterns of human behavior, increasing changes in eating habits, and changing
agricultural practices, may be a determining factor in the increased risk of exposure
in domestic animals and humans to this parasite. Even though, further studies are
needed to search for the parasite larvae in order to effectively confirm the occurrence

of Trichinella spp. in Brazil and determine the circulating species.
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CAPITULO 3 - Consideracdes Finais

O Brasil € um pais considerado livre de triqguinelose humana e em animais
domésticos, mas ainda assim, o histérico de pesquisas sobre esse parasita € muito
pequeno em NOsSso no pais. Existem alguns poucos estudos com porcos domésticos
e equinos, um unico estudo anterior a essse com sorologia em javalis e o presente
que foi o primeiro utilizando a técnica de digestdo enzimatica em amostras de
animais selvagens, incluindo os carnivoros selvagens que possuem um papel
importantissimo no ciclo selvagem da Trichinella spp. e que nunca haviam sido
estudados no Brasil.

O presente estudo trouxe resultados que apresentam importantes possibilidades
no que se refere a ocorréncia de Trichinella spp. no Brasil. Embora ndo tenhamos
encontrado o parasita nas andlises realizadas, conseguimos realizar um inquérito
sorologico com importantes resultados que demonstram que o Brasil possui um ciclo
selvagem da Trichinella spp., algo anteriormente pouco conhecido. Acreditamos que
novas pesquisas utilizando diferentes técnicas de diagndstico e avaliando diferentes
espécies animais poderdo obter resultados que complementam o que foi
apresentado nessa tese.

Esses resultados ascendem um alerta sobre a necessidade de se considerar e
se discutir a triquinelose em nosso pais, principalmente naquelas comunidades que
tem aumentado o interesse e o habito de cacar e consumir carnes de caca e 0
fazem de maneira artesanal e sem nenhum tipo de controle sanitario desses
produtos. A educacdo em saude para esses grupos e suas comunidades focando na
apresentacao da doenca e as principais formas de prevencao parece ser uma acao
bastante necessaria, pois a triquinelose é uma doenca quase totalmente
desconhecida no Brasil, inclusive pela comunidade médica.

Visando a saude publica, saude animal e a seguranca da producdo de suinos
brasileira, em especial das produgcbes de baixa tecnificacdo e de subsisténcia,
avalia-se como sendo de grande importancia a insercdo de um Projeto de
Monitoramento de Trichinella spp. em javalis e outros mamiferos selvagens como
uma das estratégias de acdo dos Planos nacional e estaduais de Sanidade Suidea.

Com isso, seria possivel aumentar o conhecimento sobre o ciclo selvagem do
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parasita no pais e assim proporcionar subsidios para a avaliagdo dos riscos e a
necessidade de elaboracdo de um sistema de vigilancia estruturado e especifico
para a Trichinella spp.

O desenvolvimento dessa tese ainda possibilitou a capacitacdo e preparacdo do
Laboratorio de Enfermidades Parasitarias — LabEPar - do Departamento de
Patologia, Reproducdo e Saude Unica (DPRSU) da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias da Unesp Jaboticabal — SP para a realizacdo do diagndstico
parasitologico da Trichinella spp. pela técnica de digestdo enzimatica. Com isso,
esse laboratério pode atuar como um importante aliado e estratégico ponto de
referéncia no diagnoéstico da Trichinella spp.

Muito h& para ser realizado e pesquisado no que se refere a este parasita no
Brasil e uma série de questionamentos precisam ser esclarecidos para que se possa
entender como ocorre e como se comporta, tais como: O quanto a sorologia reflete a
ocorréncia de Triquinella? Qual o papel dos javalis nesse ciclo? Ocorre Trichinella
nos carnivoros selvagens do Brasil? Como os habitos culturais dos brasileiros

predispdem ao risco de infec¢éao pelo parasita?

Esperamos que este trabalho seja a porta de entrada de muitas outras

pesquisas sobre o tema no Brasil.
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Apéncide 1. Relatorio emitido pela EMBRAPA Suinos e Aves com os resultados da sorologia para Trichinella spp..
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Suinos e Aves

Relatdrio de sorologia para deteccao de anticorpos contra Trichinella sp em
javalis
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Responsaveis pelas andlises:

lara Maria Trevisol, Med. Veterindria, Pesquisadora Embrapa Suinos e Aves
Beatris Kramer, Bidloga, Analista Embrapa Suinos e Aves

Virginia Santiago Silva, Pesquisadora Embrapa Suinos e Aves

Descricdo do kit comercial utilizado:
ID Screen® Trichinella Indirect Multi-species Indirect ELISA
(https://www.id-vet.com/produit/id-screen-trichinella-indirect-multi-species/)

ID Screen® Trichinella Indirect Multi-species

Indirect multi-species ELISA kit for the detection of anti-Trichinella antibodies (T. spiralis, pseudospiralis, britovi and nativa) in
serum, plasma or meat juice from pigs, wild boar and horses.

Please contact IDvet for use in other species.
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CDA - Estevam Guilherme . . .
1 Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal 11/04/2019 2019 SP Monte Azul Paulista M 19 Negativo Negativo
CDA - Estevam Guilherme . . .
2 Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal 11/04/2019 2019 SP Monte Azul Paulista F 45 Negativo Negativo
CDA - Estevam Guilherme . . .
3 Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal 19/05/2019 2019 SP Monte Azul Paulista F 53 Negativo Negativo
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CDA - Estevam Guilherme

4 Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal 19/05/2019 2019 SP Monte Azul Paulista M 60 Negativo Negativo
5 Luf('?_ﬁ) ;Jf)set/ed’s;“s;j‘;'::g;r:aebal 17/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista M 40 Negativo Negativo
6 Lui'?_ﬁ) ;)Eset/ed’sgrf}ﬁ'g;ri?aebal 17/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista F 80 Negativo Negativo
7 Lui'?_ﬁ) ;)Ezt/ed’sg;‘j;”gs;'::bal 17/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista F 40 Negativo Negativo
3 Lui?-ﬁ) ;)Ezt/ed’sg;‘j;'gstri':aebal 23/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista M 50 Negativo Negativo
9 LU%AO 'pf)zt/el)’s;“s;‘j:gstrg‘aebal 23/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista M 50 Negativo Negativo
10 Luf(?-ﬁ);)Ese;elr:g;ljglggtriz]aebaI 23/07/2019 2019 SP Monte Azul Paulista F 60 Negativo Negativo
11 Lui'?_ﬁ) ;)Ezt/ed’:gf/j‘;':;g;?aebal 23/07/2019 | 2019 sp Monte Azul Paulista M 40 Negativo Negativo
13 LuiDrﬁa_pEset/etjs;nsf/ﬂgstrir:aeba| 07/09/2019 | 2019 | SP Morro Agudo M 80 Negativo Negativo
14 LuiDrﬁa;n;Easet/edscrensf/jjgggtrir:aeba| 07/09/2019 | 2019 | sP Morro Agudo M 85 Negativo Negativo
1 Luf(l?-ﬁ)-pEic/el)/:(:;,r?/?ggs'cri?aebaI 14/09/2019 | 2019 | SP Morro Agudo F 60 Negativo Negativo
16 Luim[oEset/euvsgns;ﬂst?aeba| 14/09/2019 | 2019 | SP Morro Agudo F 60 Suspeito Suspeito
17 Lui[I)-IA;)I-OEset/eljsgf/jj;l;stri:]aeba| 21/09/2019 | 2019 sP Morro Agudo F 40 Negativo Negativo
18 LuiDHAO -pf)set/eljr?(re:f/jj;lgstri:]aebal 21/09/2019 | 2019 sP Morro Agudo M 70 Negativo Negativo
19 CDéa-rgﬁ:laodiiuszr:tzfgirI:laaro/ 30/06/2018 2018 SP Olimpia ndo ndo Negativo Negativo
20 CDA - Paulo Eduardo Carraro/ 2018 Sp Olimpia ndo nio Negativo Negativo

Carolina dos Santos Silva

30/06/2018
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CDA - Paulo Eduardo Carraro/

21 Carolina dos Santos Silva 05/08/2018 2018 SP Olimpia nao nao Negativo Negativo
22 CDCAa-rcF:Iair‘:;odEiuSaar:t%SgirI:/er/ 08/08/2018 2018 SP Olimpia nao nao Negativo Negativo
23 CDéa_rgﬁ:éodiiuszr:tzggirIZ/ZrO/ 10/02/2019 2018 SP Olimpia nado nao Suspeito Positivo
24 CDéa-rgﬁ:éodidsuszr:t%scgir|:23r0/ 10/02/2019 2018 SP Olimpia nao nao Negativo Negativo
25 CDéa-rgﬁ:éodidsuszr:t%scgir|:23r0/ 15/03/2018 2018 SP Colina nao nao Negativo Negativo
26 CD’C/-\a-rgﬁ:;odiiuszr:t%scgirlfam/ 15/03/2018 2018 SP Colina nao nao Negativo Negativo
27 CDéa-rgﬁ:laodiiusaar:t%scgirI:ZrO/ 15/03/2018 2018 SP Colina nao nao Negativo Negativo
28 CDCAa-rgﬁ:laodE)(iusaar:t%scgirIZ/ZrO/ 22/04/2018 2018 SP Torrinha nao nao Negativo Negativo
29 CDéa-rgﬁs;odiiuszr:t%gﬂ:,aaro/ 30/07/2018 2018 SP Jaboticabal nao nao Negativo Negativo
30 CDcAa-rgﬁ;;odiiuszr:&fgir|:,aar0/ 09/09/2018 2018 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
31 CDéa-rgﬁ:laodiiusaar:t%ggirI:/aarO/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
32 CD?a-ropﬁ:;odiiuszr:t%scgir|:/2r0/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
33 CD?a-rgﬁ:;odiiusaar:t%scgirI:/aarO/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
34 CDéa-rgﬁggodiiuszr:tzfgirI:/ZrO/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
35 CDCAa-rzﬁ;;odiiusaar:tzggirlf]am/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
36 CDéa-rgﬁ:laodiiuszr:tzgjgirIZ?arO/ 20/02/2019 2019 SP Guaraci nao nao Negativo Negativo
37 CDA - Paulo Eduardo Carraro/ 2019 SP Guaraci nao nao Suspeito Positivo

Carolina dos Santos Silva

20/02/2019
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CDA - Paulo Eduardo Carraro/

38 Carolina dos Santos Silva 05/05/2018 2018 P Barretos ndo hdo positivo Positivo
39 | CCarcins dos sentesciva | 12/05/2018 | 2018 | parretos e | Mo | Mo | e
40 CDéa—rZﬁ:;odiiu;r:tc; gesa:rl:lz;ro/ 12/05/2018 2018 SP Barretos ndo ndo positivo Positivo
a1 | O i doscntosain | 12j0s/2018 | 2018 | 5P arretos e e fegativo egative
a2 | s diva | 120572018 | 2018 | P arretos i e gt egativo
0| oomadmotestha | g | 2 | | wwme | wo | oo | Mo | Nege
44 CDéa-rgﬁ:laodidsuszr:t%ggirlfam/ 05/08/2018 2018 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
45 CDcAa-rgﬁ:;laodi(iusaar:t%scgirlzer/ 18/08/2018 2018 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
% | laroimados sntosina | 16/08/2018 | 2018 | parretos e | Mo | Mo | e
7| o rios s sion” | 18/0872018 | 2018 | P parretos i e Megativo egative
38 | O s mtos siva | 18/08/2018 | 2018 | P parretos i 2o egativo Negative
39| O i dos samtos siva | 2770872018 | 2018 | P arretos i e egative esarvo
50 | “oroina dossentosain | o7j0sj2018 | 2018 | 5P parretos i 3o egativo egative
51| “Carolns dos entesina | o7jooa01s | 2018 | parretos o | Mo | Mo | Tese
2| “Caroins dos entesina | o7jooa01s | 218 | parretos e | Mo | Teee | e
53| Carolina dossamtesina | orjosjo1s | 218 | parretos e | Mo | Testwo | Mese
54 CDA - Paulo Eduardo Carraro/ 2018 sp Barretos ndo nio Negativo Negativo

Carolina dos Santos Silva

07/09/2018
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CDA - Paulo Eduardo Carraro/

35 Carolina dos Santos Silva 08/09/2018 2018 P Barretos ndo hdo Negativo Negativo
56| “Curcina dos sentes e | og/ooja01s | 2018 | parretos e | Mo | Mo | e
57| Carolna dos Semtossiva | 10/0s/2018 | 2018 | parretos o | Mo | ewtwo | Nese
55 | oroina doscntosain | 10052018 | 2018 | 5P arretos e e fegativo egative
59 CDéa_rgﬁ:éodiiuszr:&fgﬂ:,iro/ 15/09/2018 2018 SP Barretos nao nao positivo Positivo
00 | Carolina dossamtesina - | 15/09/2018 | 2018 | Parretos e | Mo | Testwo | Mese
61 CDéa-rgﬁ:laodiiusaar:t%scgirlzla;ro/ 15/09/2018 | 2018 SP Barretos ndo ndo positivo positivo
62 CDcAa-rgﬁ:laodi(iusaar:t?gscgir|:/aar0/ 20/10/2018 2018 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
3 | Caroims dos sentesina | 2071072018 | 218 | parretos e | Mo | Mo | e
6 | D reimaros tomos sia . | 19102018 | 218 | S parretos i e Megativo egative
65 | ereimaros tomos s | 19102018 | 218 | S parretos i 2o egativo Negative
55 | oreimados Somtos siva | 29102018 | 21 | S arretos i e egative esarvo
67 | roina dossontosain . | 12112018 | 2018 | 5P parretos i 3o egativo egative
68 | Carcims dos sentesina | 12112018 | 218 | parretos o | Mo | Mo | Tese
9 | “Caroims dos sentesina | 121201 | 2018 | parretos e | Mo | Teee | e
10 | Crolina dossomtesina | 131172018 | 218 | parretos e | Mo | Testwo | Mese
7 CDA - Paulo Eduardo Carraro/ 2018 sp Barretos ndo nio Negativo Negativo

Carolina dos Santos Silva

nov/18
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CDA - Paulo Eduardo Carraro/

72 Carolina dos Santos Silva nov/18 2018 P Barretos ndo nao Negativo Negativo
72| oo dossanessia | _nowrs | 218 | Parretes wo | e | Tt | N
7| Coromadossomossiva | nowis | 218 | S Parretes o | e | Teste | Nesw
75 CDéa-rgﬁ:;odidsusaar:t% scgirlzlaaro/ nov/18 2018 SP Barretos ndo ndo Negativo Negativo
76 CDéa-rgﬁ:;odidsusaar:t% scgirlzlaaro/ nov/18 2018 SP Barretos ndo ndo Negativo Negativo
77 CDéa-rgﬁ:;odiiuszr:t% fg:l:/z\rO/ nov/18 2018 SP Barretos ndo ndo Negativo Negativo
78 CDéa_rOPﬁ;JLO diiusaar:tzggirlfam/ nov/18 2018 SP Barretos nao nao positivo Positivo
79 CDCAa_rgﬁ :Iao di(iusazar:t%scgirI:/ZrO/ nov/18 2018 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
80 CDéa-rgﬁ:laodiiusaar:tc; ggirl:/aaro/ nov/18 2018 SP Barretos ndo nao Negativo Negativo
5| ol dossamossia | nowis | P18 | S parretes S O
52| Comadossomossiva | nowis | 218 | S Parretes o | e | et | e
| Cuoins dossamossiva | _reypo | P19 | SF parretos o | e | Tewiw | e
2| Ceomadossomtossiva | _teqas | 219 | S parretes Mo | Mo | Teetw | Neew
55| Mol dossamossiva | reyro | 219 | S Parretes Mo | Mo | Teetw | e
5 | Cromadocomosone | ws | 29 | ® | sases | nio | wo | Neto | Negsio
| Ceomadossomossiva | _teqas | 219 | S Parretes S N U e
88 CDA - Paulo Eduardo Carraro/ 2019 sp Barretos ndo nio Negativo Negativo

Carolina dos Santos Silva

fev/19
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CDA - Paulo Eduardo Carraro/

89 Carolina dos Santos Silva fev/19 2019 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
920 CDCAa_rcF:ﬁ :;O diiuszr:tzggirlzzm/ fev/19 2019 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
91 CDé\a_rgﬁ :;o diiuszr:tzsgirlzr()/ fev/19 2019 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
92 CDé\a_rgﬁ :;0 dE)dsuSaar:t?)scgirI:ZrO/ fev/19 2019 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
93 CDé\a_rgﬁ :;0 dE)dsusaar:t?)scgirIZZrO/ fev/19 2019 SP Barretos nao nao Negativo Negativo
94 Luf(?-ﬁ)-pI:)se;el)/sgslj:gstriz]aebaI 21/09/2019 2019 SP Morro Agudo F 40 Negativo Negativo
95 Lui'?_ﬁ) ;)Ezt/ed’:?s;‘j;'ggtri:‘:bal 21/09/2019 | 2019 sp Morro Agudo M 70 Negativo Negativo
9 Lui'?_ﬁ) ;)Ezt/ed’:?s;j‘;'ggtri:‘:bal 22/11/2019 | 2019 sp Cajobi F 40 Negativo Negativo
97 Lui'?_ﬁ) ;)Eset/ed’s;“s;?;'g;rir::bal 22/11/2019 | 2019 sp Cajobi F 40 Negativo Negativo
98 Lui'iﬁ) 'pf)set/el)’sgslj‘;'g;r;:aebal 02/02/2020 | 2020 sp Morro Agudo M 70 Negativo Negativo
99 LuiDHA:) 'F)Eit/ed’sgnsslj‘;'gstrir::bal 02/02/2020 | 2020 sp Morro Agudo M 80 Negativo Negativo
100 Lui'?_ﬁ) ;)Eset/el)’gg”s;j’;'gstrsaebal 08/02/2020 | 2020 sp Morro Agudo M 90 Negativo Negativo
101 Lui'iﬁ) ;)Eset/el)’sg”s;j’;'gstri?aebal 08/02/2020 | 2020 sp Morro Agudo F 80 Negativo Negativo
102 Lui[LAO ;;ESet/eJr?;nsf/LJ‘:EstriTaeba| 22/02/2020 | 2020 SP Matso M 60 Negativo Negativo
103 LuiDHAO -pf)set/eljr?(re:f/jj;lgstri:]aebal 22/02/2020 | 2020 sP Matso F 60 Negativo Negativo
104 Lu():(EI’-IA;) ;:)Eset/eljlr?gf/jj;lzstri:]aebal 14/03/2020 | 2020 sP S0 Simdo M 100 Negativo Negativo
105 CDA - Estevam Guilherme |, ) /53 5050 | 2020 sP S0 Simdo F 20 Negativo Negativo

Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal
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CDA - Estevam Guilherme

106 Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal 27/07/2020 2020 SP Monte Azul * Negattivo Negativo
107 Luf('?_ﬁ);}Eset/el)’s;“spG/j’;'Qg;TaebaI 27/07/2020 | 2020 sp Monte Azul 60 Negativo Negativo
108 Lui'?_ﬁ);)Ezt/ed’sgf/j‘ggstrs:baI 28/08/2020 | 2020 sp Monte Azul 100 Negativo Negativo
109 Lui?-ﬁ) ;)Ezt/ed’sg;‘j;'gstri':aebal 28/08/2020 | 2020 | SP Monte Azul 80 Negativo Negativo
wo | Shetemoivene oo | w0 | s | s s | o | o
1w | Sh et Doy | o | o | e s | o | e
wa | Shetemoivene oo | w0 | s | s s | o | v
ws | e cens L nonon | o | v | oo o e
117 CDA - Estevam Guilherme 31/10/2020 2020 sp Monte Azul 65 Negativo Negativo

Lux Hoppe/Unesp/Jaboticabal
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