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FORNAZARI, F. Epidemiologia da leptospirose em mamiferos silvestres de
vida livre da regido de Botucatu, SP. Botucatu, 2015. 60p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de grande importancia em animais € humanos.
Devido a falta de estudos em animais silvestres, o presente estudo teve como
objetivo investigar a epidemiologia da leptospirose em mamiferos silvestres de
vida livre da regido de Botucatu, SP. Foram colhidas amostras de sangue e
urina de 309 animais, distribuidos em 16 espécies. O diagnostico de
leptospirose foi realizado pelas técnicas de Soroaglutinagdo Microscopica e
PCR em tempo real (qQPCR). Foram analisadas possiveis associagdes entre a
positividade no diagndstico, alteragdes clinicas e local de origem dos animais.
Foram positivos 64 animais (20,7%), com maiores prevaléncias nas seguintes
espécies: furao (83,3%), cachorro do mato (75%), lobo guara (66,6%) e quati
(30,3%). O sorogrupo Semaranga foi o mais frequente, principalmente entre os
gambas. Nao foi observada uma associagdo positiva entre o diagndstico de
leptospirose e alteragdes clinicas. Gambas provenientes da mata apresentaram
maiores chances de infeccdo em relagcéo aos localizados na area urbana (Odds
Ratio = 3,87). Os resultados permitiram concluir que uma grande diversidade
de mamiferos silvestres apresentou infecgdo por Leptospira spp. na regiao de
Botucatu; existem diferencas significativas na prevaléncia de infeccdo entre
espécies, com maior positividade em individuos das familias Canidae e
Mustelidae; a leptospirose apresentou baixa morbidade nos animais estudados;
0s gambas apresentaram uma alta prevaléncia de infeccdo por leptospiras
saprofitas; e fatores ambientais estdo envolvidos na maior prevaléncia de
infeccdo em gambas provenientes da mata em relagdo aos gambas localizados

na area urbana.

Palavras chave: animais silvestres, Leptospira, PCR em tempo real, Uma

Saude, One Health, Soroaglutinagdo Microscoépica, zoonose.



FORNAZARI, F. Epidemiology of Ileptospirosis in free-ranging wild
mammals from Botucatu, SP. Botucatu, 2015. 60p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Leptospirosis is considered a zoonoses of great importance in animals and
humans. Due to the lack of studies in wild animals, the present study aimed to
investigate the epidemiology of leptospirosis in free-ranging wild mammals from
Botucatu, SP. Blood and urine samples were collected from 309 animals,
distributes in 16 species. Leptospirosis diagnosis was performed by Microscopic
Agglutination Test (MAT) and Real Time PCR (gqPCR). Correlations between
positivity, clinical disorders and origin of animals were assessed. Sixty-four
(20.7%) animals were positive, with higher prevalence among the following
species: lesser grisson (83.3%), crab-eating fox (75%), maned wolf (66.6%) and
coatis (30.3%). Semaranga serogroup was the most prevalent, especially in
opossums. No positive association was observed between diagnosis and
clinical disorders. Opossums from forests presented higher chances of infection
than those from urban areas (Odds Ratio = 3.87). The results demonstrated the
high diversity of wild mammals infected by Leptospira spp. in Botucatu; there
are significant differences in the prevalence of infection between species, with
higher positivity in Canidae and Mustelidae families; leptospirosis presented low
morbidity in the studied animals; opossums presented high prevalence of
infection by saprophyte leptospires; and environmental features are involved in
the higher prevalence of infection in opossums from the forest than those from

urban areas.

Key-words: Leptospira, Microscopic Agglutination Test, One Health, real time

PCR, wild animals, zoonosis.
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A pesquisa de doengas infecciosas em animais silvestres possui grande
importancia no contexto atual. Nos ultimos anos, houve um grande aumento no
nimero de estudos voltados para este tema. O conceito de Saude Unica,
também conhecido como One Health, exemplifica muito bem a importancia
destes estudos: a saude publica, animal e ambiental deve ser entendida e
trabalhada de forma integrada, pois existe uma importante relagdo de causa e
efeito entre as mesmas (GEBREYES et al.,, 2014). Assim, conhecer as
enfermidades de natureza infecciosa em animais silvestres possui implicacées
na saude dos proprios animais, visando protege-los; na saude humana, ao
identificar possiveis transmissores de tais enfermidades; e, por fim, na saude
ambiental, pois permite identificar possiveis mudangas na dinamica de uma
doenca, as quais sao causadas por alteracbes no meio ambiente - como
aumento do indice pluviométrico, temperatura média, acumulo de lixo, entre
muitas outras.

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, considerada
endémica em muitos paises, incluindo o Brasil. Sua epidemiologia esta
diretamente relacionada as mudangas ambientais, 0 que a torna um excelente
modelo para estudos que abordam o conceito de One Health (JANCLOES et
al., 2014). Outros aspectos de ordem social e politica também estéo
intimamente envolvidos, especialmente no que se refere a ocorréncia de
surtos. Poucos estudos sobre leptospirose em animais silvestres foram
realizados no Brasil, os quais apresentam muitas limitagbes em sua
metodologia. Geralmente estes estudos consistem em inquéritos sorolégicos,
realizados em poucos exemplares provenientes de cativeiro (ESTEVES et al.,
2005; LILENBAUM et al., 2005; PIMENTEL et al., 2009; SILVA et al., 2010;
PINNA et al., 2012; ULLMANN et al., 2012a; PROENCA et al., 2013).

O Brasil é considerado um dos paises com a maior biodiversidade do
planeta (BEGOSSI et al., 2003). A grande quantidade de espécies animais e
vegetais, aliadas a extensdo de nosso territdério, ao clima tropical e a
diversidade de biomas, constitui uma rede complexa de relagdes na cadeia de

transmissao de enfermidades infecciosas.



Diante da importancia da leptospirose, da abundante fauna silvestre no
Brasil e das limitagbes dos estudos encontrados na literatura, o presente
trabalho procurou investigar a epidemiologia da leptospirose em uma
populagao representativa de animais silvestres utilizando técnicas sorologicas e
moleculares, focando principalmente os riscos para saude publica. Também
foram abordados aspectos de saude animal, pela avaliagdo clinica dos
mesmos, bem como a influéncia de diferentes condicdbes ambientais na
epidemiologia desta enfermidade. Assim, foi possivel uma extensa e profunda

analise sobre a epidemiologia da leptospirose na fauna silvestre de Botucatu.
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REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose € uma enfermidade infecto-contagiosa, de carater
zoonotico e ampla distribuicdo mundial. Possui grande importancia em saude
publica e saude animal devido a gravidade das lesbes, bem como aos
prejuizos econdmicos, decorrentes principalmente do tratamento dos doentes e
das perdas na produgao animal (LEVETT, 2001).

Diversas espécies de bactérias patogénicas do género Leptospira spp.
sdo responsaveis pela etiologia da leptospirose, enquanto que outras espécies,
consideradas nao-patogénicas (ou saprdfitas), possuem menor importancia
clinica. Segundo Levett (2005), atualmente as leptospiras séo classificadas em
9 espécies patogénicas (L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpeterseni,
L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchi, L. santarosai e L. weilii), 5 espécies de
patogenicidade intermediaria (L. licerasiae, L. wolffii, L. fainei, L. inadai e L.
broomoii) e 6 espécies ndo patogénicas (L. vanthielii, L. biflexa, L. wolbachii, L.
terpstrae, L. meyeri e L. yanagawae). As leptospiras séo ainda subdivididas em
mais de 300 sorovares, os quais apresentam caracteristicas fenotipicas
especificas, determinadas pelos seus antigenos de superficie presentes na
membrana citoplasmatica. Portanto, esta classificacdo ndo € baseada no
gendtipo — um erro muito comum observado na literatura —, e diferentes
espécies de leptospira podem apresentar o mesmo sorovar, dependendo dos
antigenos expressos em sua membrana. Diferentes sorovares podem
apresentar imunidade cruzada e, nestes casos, 0s mesmos sao agrupados em
sorogrupos. Em razdo disso, a literatura internacional recomenda utilizar a
nomenclatura baseada em sorogrupos ao fazer referéncia ao resultado de
testes soroldgicos que utilizam sorovares como antigenos.

A infeccao ocorre principalmente pela penetracao ativa da bactéria pelas
mucosas ou solugdes de continuidade, tanto de forma direta (contato com
animais infectados) como indireta (contato com &agua ou solo uUmido
contaminado). Uma vez infectados, animais e humanos eliminam as leptospiras
pela urina, completando assim o ciclo epidemiolégico da doenga (GUERRA,
2013).



Leptospiras sdo pouco resistentes no ambiente, necessitando de
condi¢cbes adequadas de temperatura, pH e umidade para sobreviver. Portanto,
os reservatoérios sdo essenciais na manutencido da enfermidade, atuando como
portadores renais e eliminando as leptospiras pela urina de forma intermitente
durante longos periodos. Os roedores sinantropicos sao considerados o0s
reservatorios mais importantes da leptospirose (BARTHI et al., 2013),
destacando-se a espécie Rattus norvegicus (popularmente chamada de
ratazana), a qual possui grande adaptacdo as leptospiras do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. Diversas espécies domeésticas também sdo consideradas
importantes reservatorios, como suinos, ovinos, caprinos e bovinos (MIRAGLIA
et al., 2008; FORNAZARI et al., 2012; GAMAGE et al., 2014).

A epidemiologia da leptospirose &€ complexa, apresentando diferentes
caracteristicas em cada regido, incluindo reservatorios, sorogrupos, espécies
de leptospiras e mecanismos de transmissao. De forma geral, sua ocorréncia é
mais frequente em paises tropicais, onde as condicbes de temperatura e
umidade favorecem a sobrevivéncia da bactéria no ambiente, resultando assim
em altas taxas de incidéncia tanto em animais como em humanos (LEVETT,
2001). De acordo com estimativas realizadas em 2011 pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), mais de 500.000 casos de leptospirose humana
ocorrem anualmente em todo o mundo. Porém, uma nova estimativa que esta
atualmente sendo realizada pelo Leptospirosis Burden Epidemiology Reference
Group (LERG), coordenado pela OMS, indicam uma incidéncia anual de mais
de um milh&do de casos e 60.000 mortes em todo o mundo.

No Brasil, a leptospirose é considerada endémica, ocorrendo com
frequéncia surtos epidémicos durante o verao, principalmente em regides que
apresentam saneamento basico inadequado. Segundo dados do Ministério da
Saude do Brasil, entre 2007 e 2012 foram notificados 99.675 casos de
leptospirose humana em nosso pais, dos quais 22.233 foram confirmados,
indicando uma média anual de 3.075 casos. No mesmo periodo, foram
registrados 9.108 obitos, correspondendo a uma letalidade de 9,4%
(SCHNEIDER et al., 2014). Provavelmente estes indices sdo ainda mais
elevados, pois a leptospirose ainda € uma doencga negligenciada e, assim,
muitos casos nao sao notificados. As causas incluem a indisponibilidade de



diagnostico laboratorial e, principalmente, a dificuldade em se realizar o
diagnostico diferencial para outras enfermidades que apresentam sinais
clinicos muito semelhantes, tais como dengue, febre amarela, hantavirose,
malaria, febre maculosa, influenza, entre muitas outras (SCHNEIDER et al.,
2014).

Na maioria dos casos de infecgao por Leptospira spp., 0 quadro clinico é
assintomatico ou brando, independente da espécie. Em humanos ocorrem
febre, dores musculares e enxaqueca. Entretanto, uma parcela significativa de
casos pode apresentar sintomas mais graves, como ictericia, hemorragias
generalizadas e insuficiéncia renal, resultando em obito (LAROCQUE et al.,
2005). Muitos fatores estao envolvidos no desfecho clinico da leptospirose,
como imunidade do paciente, carga bacteriana infectante e cepa envolvida. Em
cées domeésticos os sinais clinicos sdo semelhantes (GREENE et al., 2006),
enquanto que algumas espécies domésticas manifestam sintomas de ordem
reprodutiva. Em bovinos, pequenos ruminantes e suinos ocorrem abortamento,
infertilidade, partos prematuros, nascimento de filhotes doentes, retencdo de
placenta, orquite e mastite (LEVETT, 2001).

Devido a proximidade com humanos, importancia econémica e facilidade
na amostragem, as espécies domésticas sdo muito mais estudadas do que as
especies silvestres, ndo somente no campo da leptospirose, mas de diversas
enfermidades. A pesquisa de leptospiras em animais silvestres pode fornecer
informacdes a respeito da condicdo de portador renal e, consequentemente,
indicar seu potencial como fonte de infecgdo. Outro importante aspecto que
justifica esse tipo de investigagdo € o papel dos animais como sentinelas,
indicando assim a dispersdo do micro-organismo no ambiente. Estes estudos
devem ser priorizados em areas urbanas e rurais, onde existe uma maior
proximidade entre animais silvestres, domésticos e humanos.

Pouco se sabe sobre os riscos que a fauna silvestre representa como
fonte de infecgao para leptospirose, e a identificacdo das espécies que podem
atuar como transmissoras € muito importante para a adogdo de medidas
preventivas. Atualmente os roedores sao considerados o0s principais
reservatorios silvestres e, consequentemente, a prevengao da leptospirose

envolve acbes direcionadas para o controle populacional desta espécie. Por
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outro lado, permanece desconhecido o papel de outras espécies, algumas
inclusive muito frequentes no ambiente urbano, como é o caso de gambas,
morcegos e quatis (Figura 1). Nestes casos, eventualmente, informacgdes
equivocadas sao disseminadas pela populacdo sobre os reais riscos que os
estes animais representam para a saude publica, devido as crengas populares

ou pelo acesso a literatura ndo especializada.

%

Figura 1. Interagdo entre quatis e pessoas em area urbana do municipio de
Botucatu, SP. Fonte: NUPEZO

Conforme mencionado anteriormente, a literatura sobre leptospirose em
animais silvestres no Brasil se limita, em sua grande maioria, a inquéritos
sorologicos. Um importante trabalho foi realizado por Jorge et al. (2011) na
regidao do Pantanal, onde foi estudada uma quantidade significativa de animais.
Os autores identificaram uma elevada soroprevaléncia em 75 carnivoros
silvestres de vida livre, especialmente para os sorovares Australis, Autumnalis,
Canicola, Pyrogenes e Pomona. Em relagdo a animais de cativeiro, sao

descritos inquéritos sorolégicos em dois dos maiores zooldgicos do Brasil. Na



11

Fundacdo Parque Zoologico de Sao Paulo foi identificada uma grande
diversidade de sorovares em 19,5% dos animais estudados (CORREA et al.,
2004), enquanto que no Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros (Sorocaba,
SP) foi observada uma baixa prevaléncia (5,6%) de animais soropositivos
(ULLMANN et al. 2012b). Muitos outros trabalhos similares foram descritos no
Brasil, entretanto, grande parte foi realizada com poucos animais, questionando
assim a credibilidade de seus resultados em relacdo aos trabalhos
supracitados.

Do ponto de vista de saude animal, os estudos sdo ainda mais escassos.
Os poucos trabalhos descritos na literatura descrevem principalmente casos de
leptospirose em animais de cativeiro. Szonyii et al. (2011) relataram um surto
em uma colénia de macacos prego (Cebus spp.) mantidas em cativeiro na
Colédmbia. Muitos animais apresentaram sinais clinicos tipicos de leptospirose,
e alguns casos evoluiram para o 6bito, resultando em uma taxa de mortalidade
de 27%. Segundo os autores, roedores sinantropicos foram a provavel fonte de
infeccdo. Curiosamente, outro trabalho de grande relevancia sobre o assunto
também envolve primatas. Baitchman et al. (2006) descreveram dois casos de
leptospirose em saguis (Callithrix kuhlii) mantidos em um zooldgico nos
Estados Unidos da América. Ambos os animais também apresentaram sinais
clinicos classicos de leptospirose e um dos exemplares veio a obito.

Em relacdo aos animais de vida livre, as publicacbes mais relevantes —
considerando os periddicos nos quais foram publicadas — envolvem mamiferos
marinhos na América do Norte (GULLAND et al., 1996; COLEGROVE et al.,
2005; LLOYD-SMITH et al., 2007; DELANEY et al., 2014). A literatura descreve
varios casos de animais encontrados doentes ou mortos na praia desde o
comego da década de 1970. As espécies mais acometidas sao o ledo marinho
(Zalophus californianus), o elefante marinho (Mirounga agustirostris) e a foca
(Phoca vitulina). Apesar da escassez de estudos sobre o impacto da
leptospirose na saude dos animais silvestres, estas publicagdes indicam o
potencial desta doenga como ameaga para a conservagao de algumas
espécies. Esta observacgao ja foi constatada com outras enfermidades, as quais
foram responsaveis por causar grandes impactos em populacdes de animais

selvagens em vida livre, como, por exemplo, o botulismo em mamiferos e aves
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na ltalia (DEFILIPPO et al., 2013) e a cinomose e a raiva em ledes (Panthera
leo) e cdes selvagens (Lycaon pictus), respectivamente, ambos na Africa do
Sul (ROELKE-PARKER et al., 1996; CLEAVELAND et al., 2007).

O meio ambiente exerce um papel essencial na epidemiologia da
leptospirose. Surtos da doenga ocorrem - na maioria das vezes - apds longos
periodos de chuva (CANN et al., 2013; SAITO et al., 2014), que permitem a
ampla disseminag¢ao do agente no ambiente e aumentam os riscos de infecgéo
tanto em animais como em humanos. O clima quente também é favoravel para
a ocorréncia da enfermidade, pois as leptospiras sdo muito sensiveis a baixas
temperaturas, motivo pelo qual a leptospirose € comum em regides de clima
temperado. Outras variaveis ambientais muito importantes sado aquelas
envolvidas na disponibilidade de alimento e abrigo para roedores. Acumulo de
lixo doméstico, entulho, saneamento basico inadequado e auséncia de redes
de esgoto sdo exemplos de situagbes favoraveis a presenca de roedores, e
geralmente, estdo presentes em comunidades com poucas condigcoes
socioeconémicas (COSTA et al., 2014). De maneira muito simplificada e
generalista, a epidemiologia da leptospirose se caracteriza por dois ciclos: o
urbano, que € o mais comum, de transmissdo indireta e cujos principais
reservatorios sdo os roedores sinantropicos; e o rural, menos frequente, de
transmissao tanto direta como indireta, onde os principais reservatorios sdo os
animais domésticos de produgdo, principalmente os bovinos, pequenos
ruminantes e suinos. Entretanto, esta classificacdo € superficial e, conforme
exposto, muitas variaveis estao envolvidas na epidemiologia desta doenca.

Concluindo, a leptospirose € considerada uma enfermidade complexa,
influenciada por inumeros fatores e carente de informacdes em diversas areas.
E crescente o nimero pesquisas sobre esta doenca e nos Ultimos anos as
ferramentas de biologia molecular e bioinformatica iniciaram uma nova era de
estudos sobre as leptospiras, principalmente no que concerne a epidemiologia
e a biologia desta bactéria (REN et al., 2003; KO et al., 2009).
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OBJETIVOS

o Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em
amostras de sangue de mamiferos silvestres de vida livre, seus titulos e quais
0s sorogrupos mais frequentes;

o Pesquisar o DNA gendmico especifico para o género Leptospira spp. em
amostras de urina de animais silvestres pela PCR em tempo real (qPCR);

o Avaliar o impacto da leptospirose na saude dos animais silvestres, pela
correlagdo entre os resultados da sorologia/qPCR e as alteragdes clinicas dos
animais;

o Comparar os resultados do diagnostico de leptospirose entre as
diferentes espécies, determinando quais sdo as mais acometidas e/ou mais
frequentes fontes de infecgéao;

o Investigar a influéncia de fatores ambientais na infecgao por Leptospira
spp., por meio da associacido entre a positividade dos animais com seus

respectivos habitats de origem.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

O estudo foi realizado no municipio de Botucatu, SP (22° 53’ 09” S 48° 26’
42” O). Para a amostragem dos animais foram utilizadas duas técnicas: (1)
captura por meio de armadilhas em fragmentos florestais e (2)
acompanhamento da casuistica do Centro de Medicina e Pesquisa de Animais
Selvagens (CEMPAS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) - UNESP - Botucatu. Foram analisados somente mamiferos de vida
livre, enquanto que outras classes taxonbmicas ou animais de cativeiro foram
excluidos do estudo.

Ambos os métodos de amostragem selecionados permitiram o estudo de
populagdes representativas da regido de Botucatu, diminuindo assim a
possibilidade de vieses na analise epidemiolégica. Tanto a captura como a
amostragem dos animais encaminhados ao CEMPAS foram distribuidas de
forma homogénea, tanto temporal quanto espacial ao longo de 22 meses.

Devido a falta de estudos semelhantes na literatura, ndo foi possivel
determinar de forma confiavel o numero minimo de animais a serem
amostrados para que se obtivessem resultados expressivos. De forma
empirica, foi estabelecido um numero de 300 a 400 animais, considerando-se o
tempo do estudo e a experiéncia prévia da equipe em trabalhos anteriores.
Entretanto, ao fim da amostragem dos animais foi realizado um calculo
estatistico utilizando como referéncia o trabalho publicado por Souza Junior et
al. (2006), o qual possui metodologia similar, considerando as espécies,
procedéncia dos animais e técnicas de diagndstico. Foi utilizado o site OpenEpi
(www.openepi.com), considerando uma prevaléncia de 12,6% e intervalo de
confianga de 95%, obtendo-se assim um numero minimo de 163 animais,
indicando que a quantidade inicialmente proposta era suficiente para a
realizagao do estudo.

A colheita das amostras bioldgicas foi realizada a campo, no mesmo local
da captura dos animais, bem como no CEMPAS, durante os procedimentos

ambulatoriais. Em seguida as amostras foram encaminhadas ao Nucleo de
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Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) da FMVZ - UNESP - Botucatu, para serem
armazenadas e analisadas.

O estudo foi realizado segundo a aprovacgao do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), mediante autorizagao emitida pelo
Sistema de Autorizac&o e Informacdo da Biodiversidade (SISBIO), n® 33162-2.
O estudo também foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
FMVZ - UNESP - Botucatu (protocolo n°® 10/2012).

Captura dos animais

Para a captura dos animais foram selecionados fragmentos florestais
localizados na Fazenda Lageado, na Fazenda Edgardia e no Jardim Botanico
do Instituto de Biociéncias, todos pertencentes a UNESP — Botucatu (Figuras 2,
3 e 4). O principal critério adotado para a selegédo destes locais foi a extensao
territorial — capaz de suportar grandes populagdes de animais silvestres — além
da facilidade de acesso e conhecimento prévio da fauna existente.

As capturas foram realizadas mensalmente, entre abril de 2012 e janeiro
de 2014, com duracao variavel de 4 a 10 dias/més, dependendo das condi¢cdes
climaticas e da disponibilidade da equipe. Foram empregadas armadilhas do
tipo tomahawk (Gabrisa®), de metal galvanizado, dobraveis, medindo 40 x 40 x
70 cm. De 5 a 20 armadilhas eram utilizadas em cada local de captura (pontos
vermelhos nos mapas), dependendo do tamanho do fragmento florestal e
inclinacdo do terreno. As armadilnas eram instaladas pela manha, sob a
sombra, iscadas com banana e/ou carne crua (cabeca de frango) e verificadas

na manha do dia seguinte.

Animais encaminhados ao CEMPAS

A casuistica do CEMPAS foi acompanhada diariamente. As amostras
bioldgicas foram colhidas durante os procedimentos ambulatoriais de rotina, no
momento em que 0s animais se encontravam anestesiados. Nos casos em que
nao foi possivel a colheita no momento da admissdo do animal, este
procedimento foi realizado em um periodo de até quatro dias apds sua
chegada ao CEMPAS. Se a amostragem do animal s6 fosse possivel em um

periodo superior a quatro dias, 0 mesmo nao era incluido no estudo. Assim, foi
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possivel evitar a andlise de animais que possivelmente tivessem se infectado
durante sua manutencdo em cativeiro, uma vez que a soroconversiao e
eliminacdo de leptospiras pela urina ocorre apos sete dias de infecgéo

(LEVETT, 2001).
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Figura 2. Mapa da Fazenda Lageado, Botucatu, SP. Os pontos vermelhos
indicam os locais onde foram instaladas armadilhas para a captura de animais
silvestres. Fonte: Google Maps.

Contencéo e anestesia dos animais capturados

Os animais capturados em seu ambiente natural foram anestesiados para
a colheita de material biolégico. A contencgéao fisica foi realizada utilizando-se
luvas de raspa de couro e/ou pugas, seguida da aplicagdo do anestésico. Em
alguns casos a anestesia foi aplicada por meio de dardos artesanais e
zarabatana, para garantir uma maior seguranga da equipe e do animal.

A anestesia foi realizada pela associacdo dos anestésicos cloridrato de

quetamina (Dopalen®) e midazolan (Dormire®), utilizando-se doses
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apropriadas para cada espécie, conforme a literatura consultada (CUBAS et al.,
2006) e a experiéncia dos profissionais envolvidos. Esta combinagao foi
escolhida devido a sua eficiéncia e seguranca, considerando-se o0s
procedimentos que foram realizados, além de rapido retorno anestésico.

Os animais foram devidamente identificados com brincos metalicos
(Zootech®) modelo ZT 900 7 mm, para evitar a amostragem repetida de um
mesmo individuo caso ele fosse recapturado.

Apos a colheita das amostras, os animais foram colocados novamente no
interior das armadilhas, a qual foi coberta por um pano para diminuir o estresse
do animal durante sua recuperagdo, bem como proteger de insetos parasitas.
Os animais foram soltos somente apds total auséncia dos efeitos da medicagao

anestésica.

©

<
£y

T
=

Fazenda Edgardia

] -
-

Figura 3. Mapa da Fazenda Edgardia, Botucatu, SP. Os pontos vermelhos
indicam os locais onde foram instaladas armadilhas para a captura de animais
silvestres. Fonte: Google Maps.
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Figura 4. Mapa do Jardim Botanico da UNESP, Botucatu, SP. O ponto

vermelho indica o local onde foram instaladas armadilhas para a captura de
animais silvestres. Fonte: Google Maps.
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Avaliacdo da saude dos animais

Foi realizada uma avaliacdo do estado de saude dos animais com o
objetivo de investigar a presenca de alteragdes clinicas compativeis com
leptospirose. Para tanto, foram realizados exames laboratoriais especificos (os
quais sao descritos em detalhe nos tépicos seguintes); e exame fisico, o qual
foi realizado imediatamente apds a anestesia. O exame fisico foi direcionado
aos principais sinais clinicos observados na leptospirose em animais
domeésticos: ictericia, febre, hemorragias em mucosa e baixo escore corporal
(GREENE et al., 2006). Os dados obtidos do exame fisico e dos exames
laboratoriais complementares foram comparados com os resultados do
diagnostico de leptospirose por meio de testes estatisticos, os quais s&o
descritos em maiores detalhes nos topicos seguintes.
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Colheita e preparo das amostras

Amostras de sangue e de urina foram colhidas de cada animal. Para a
colheita de sangue, foi realizada a puncéo de vasos periféricos, enquanto que a
urina foi colhida ou por cistocentese, ou por sondagem uretral ou por micgao
natural. As amostras de sangue de cada animal foram divididas em duas
aliquotas: uma para hemograma e outra para a obtencdo de soro. As amostras
de urina foram armazenadas na prépria seringa utilizada para a colheita.

Apods o transporte do material para a FMVZ — UNESP - Botucatu, uma
das amostras de sangue foi imediatamente encaminhada ao Servigo de
Laboratério Clinico Veterinario, do Departamento de Clinica Veterinaria, para a
realizacdo do hemograma. O restante do material foi encaminhado ao Nucleo
de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO), do Departamento de Higiene Veterinaria
e Saude Publica. A segunda amostra de sangue foi centrifugada e o soro
obtido armazenado em freezer a -80°C para posterior analise. As amostras de
urina foram lavadas em solugdo salina tamponada (SST) estéril, pH 7,6,
previamente ao congelamento, com o objetivo de remover proteinas e ions que
pudessem interferir na reacdo de qPCR. Para tanto, cada amostra de urina foi
centrifugada a 12.851rcf, o sobrenadante descartado e o pellet lavado em SST
utilizando-se um agitador automatico do tipo vortex (IKA®) por
aproximadamente 10s. O procedimento foi repetido mais uma vez e o pellet
ressuspendido em uma solucéao final de 1ml de SST, obtendo-se assim uma
alta concentracdo celular na urina, a qual foi armazenada a -80°C para

posterior analise.

Exames complementares

Os exames complementares ao exame fisico dos animais realizados
foram hemograma e dosagem de enzimas hepaticas/renais. O hemograma foi
realizado utilizando o equipamento pocH-100iv™ Diff (Roche®), conforme as
instrugdes do fabricante, no qual foram mensurados hemacias, hemoglobina e
leucécitos totais. O diferencial leucocitario foi feito por esfregaco sanguineo
utilizando o corante Wright. A leitura de hematocrito foi realizada em capilar
pelo método do microhematdcrito, enquanto que a determinagao das proteinas
plasmaticas totais foi realizada por refratometria.
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A avaliagédo do perfil hepatico e renal foi realizada pela dosagem sérica
dos seguintes componentes do sangue: alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil-transferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA), bilirrubinas, proteinas totais séricas, albumina, uréia, creatinina e
creatino quinase (CK, para a validagado da AST). Todas as mensuragdes foram
realizadas no espectrofotometro COBAS Mira Plus (Roche®), segundo o
protocolo de analise nos kits comerciais, de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Exame soroldgico

As amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira spp.
pela técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), segundo as normas do
Ministério da Saude (BRASIL, 1995). Foi utilizada uma bateria de antigenos
vivos, mantidos e repicados semanalmente em meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®), a 28°C, constituida de 24
sorovares, quatro variantes do sorovar Hardjo e uma cepa local isolada de cao
(sorovar Canicola), totalizando 18 sorogrupos (Australis, Autumnalis, Ballum,
Bataviae, Canicola, Celledoni, Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Sejroe,
Shermani, Andamana e Semaranga). Cada amostra foi inicialmente diluida em
SST pH 7,6 na proporcéo 1:100, misturada separadamente com cada um dos
29 antigenos em placas de fundo chato (96 orificios) e incubadas a 37°C por
uma hora. A leitura foi realizada em microscépio de campo escuro (Zeiss®)
com aumento de 100x. Foram consideradas positivas amostras que
apresentaram 50% ou mais de leptospiras aglutinadas. Em seguida, as
amostras reagentes foram novamente testadas — conforme anteriormente
descrito — somente para o antigeno reagente, em dilui¢des seriadas na razéo
de dois (1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600) para obter-se o titulo final. Como
controle negativo foi utilizada SST pH 7,6. No caso das amostras que
apresentaram reagao para mais de um sorovar, foi considerado como reagente

somente aquele que apresentou maior titulo.
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Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Previamente a reacdo de qPCR, as amostras de urina foram submetidas
a extragdo de DNA utilizado o kit lllustra™ Blood Genomic Prep Mini Spin Kit
(GE Healthcare®). O protocolo foi realizado segundo as instrugbes do
fabricante e o material obtido foi armazenado a -20°C por até 10 dias. Em
seguida foi realizada a PCR em tempo real (QPCR - quantitative PCR) para a
detecgcdo do DNA gendmico especifico para o género Leptospira. A analise foi
desenvolvida utilizando-se o equipamento StepOne™ Plus Real Time PCR
System (Applied Biosystems®) e o sistema SYBR®Green para detecgdo de
fluorescéncia. Os primers empregados foram o Lep1 e Lep2 (MERIEN et al.,
1992), os quais correspondem a sequéncia do gene 16S rRNA da Leptospira
interrogans sorovar Canicola, e que resultam em um produto de 331pb. Como
controle positivo foi utilizado o mesmo antigeno empregado na SAM,
pertencente ao sorovar Hardjo, enquanto que para o controle negativo foi
utilizado a amostra de SST pH 7,6 empregada na etapa de extracdo de DNA.

O ensaio foi realizado em placas descartaveis (Applied Biosystems®), nas
quais foram adicionados em cada orificio 10yl de Power SYBR®Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems®), 7,6ul de agua MilliQ estéril, 0,2ul de cada
primer e 2ul da amostra a ser testada, totalizando 20ul por reagdo. Todas as
amostras foram analisadas em ftriplicata. Em seguida, a placa foi selada,
inserida no equipamento e submetida as seguintes condigdes: 95°C por 10min,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min, e uma etapa final para
a curva de dissociagado (melting curve) de 55min (60°C a 95°C). O sinal de
fluorescéncia foi obtido ao longo dos ciclos de amplificacdo e analisados pelo
software do equipamento (StepOne Software v2.1). Foram consideradas
positivas amostras cuja curva de dissociagdo apresentou variagdo de até um

grau Celsius em relagao ao controle positivo.

Andlise estatistica

Frequéncias absolutas e relativas das diferentes variaveis foram
calculadas. Os intervalos de confianga 95% foram calculados para medidas de
prevaléncia como estimativas de precisdo dos valores obtidos sempre que

possivel. No caso de numero amostral reduzido ou valores das estimativas
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proximos dos extremos, o calculo foi baseado na distribuicdo binomial para
evitar intervalos menores do que 0 ou maiores do que 1 (DOHOO et al., 2009).
Nos demais casos, os intervalos foram calculados considerando-se
probabilidades aproximadas da distribuicado normal.

Aplicou-se o teste do Qui-quadrado com o objetivo de estudar possiveis
associagdes entre o local de origem dos animais (area urbana x mata ou
Fazenda Lageado/Edgardia x Jardim Botanico) e o resultado (positivo x
negativo) para qualquer uma das técnicas (SAM ou qPCR). Esta analise foi
realizada somente entre individuos da mesma espécie, evitando-se a analise
entre exemplares de diferentes espécies. Assim, foi possivel constituir grupos
homogéneos e livres de interferéncias intrinsecas a variavel “espécie” —
considerada uma possivel fonte de viés. Também foram excluidas da analise
espécies com poucos individuos amostrados e/ou com tendéncia para somente
um tipo de local de origem, com o objetivo de aumentar a validade da analise.
O resultado obtido na SAM e/ou gPCR foi utilizado como variavel dependente,
enquanto que o local de origem como variavel independente. Em casos de
significancia estatistica (P<0,05), valores de odds ratio e seus limites de
confianga para o intervalo de 95% foram calculados para designar o tamanho
do efeito observado. As analises foram conduzidas no software R (CRAWLEY,
2013).

Foi realizada a associacdo de possiveis alteracbes clinicas com a
infeccado por Leptospira spp., buscando avaliar o impacto da doenca na saude
nos animais estudados. Para esta analise foram utilizados somente os animais
com resultado positivo na gPCR e/ou com titulos iguais ou maiores que 800 na
SAM. Estes critérios foram adotados porque s&o indicativos de infecgao
recente e ativa (LEVETT, 2001). Animais com titulos inferiores a 800 ndo foram
incluidos nesta analise, pois podem indicar tanto infeccdo passada como
recente (mas em evolugao) e, diante da incerteza, optou-se pela sua exclusao.

Alteragdes clinicas compativeis com leptospirose foram consideradas
quando pelo menos um dos seguintes parametros foi observado: presenca de
um ou mais sinais clinicos durante o exame fisico; leucocitose com neutrofilia
no hemograma; e aumento de duas ou mais enzimas hepaticas e/ou renais no

exame bioquimico. Foi aplicado o Teste Exato de Fisher para comparar a
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proporgcao de alteragdes clinicas em animais com resultado positivo e negativo
para leptospirose, segundo os critérios mencionados acima. Este teste foi
selecionado devido a pequena amostragem dos animais incluidos nesta analise
(n=25, conforme descrito em “Resultados”), pois permite uma menor margem
de erro em relagao ao Teste do Qui-quadrado. Os dados foram analisados no
programa STATA versdo 13.0 (STATACORP, 2013). O nivel de significancia

estatistica foi de 5%.
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RESULTADOS

Animais

No total foram amostrados 309 animais, distribuidos em 16 espécies:
gamba de orelha branca (Didelphis albiventris, n=195), quati (Nasua nasua,
n=56), ourico cacheiro (Sphiggurus villosus, n=13), tamandua bandeira
(Myrmecophaga tridactyla, n=6), furdo (Galictis cuja, n=6), tamandua mirim
(Tamandua tetradactyla, n=5), veado catingueiro (Mazama gouazoubira, n=5),
tatu galinha (Dasypus novencinctus, n=4), raposa (Lycalopex vetulus, n=4),
cachorro do mato (Cerdocyon thous, n=4), lobo guara (Chrysocyon brachyurus,
n=3), onga parda (Puma concolor, n=2), macaco prego (Sapajus nigritus, n=2),
lebre europeia (Lepus europaeus, n=2), mao pelada (Procyon cancrivorus, n=1)

e irara (Eira barbara, n=1).

Exame sorolégico

Na SAM foram positivos 50 animais, correspondendo a uma prevaléncia
de 16,1% (95% IC: 12,0 — 20,2). As espécies que apresentaram maior
positividade foram: furdo (83,3%; 95% IC: 35,8 — 99,5), cachorro do mato (75%;
95% IC: 19 — 99), lobo guara (66,6%; 95% IC: 9 — 99) e raposa (50%; 95% IC:
6 — 93). Também apresentaram alta positividade irara (100%) e mao pelada
(100%), mas como somente um exemplar de cada espécie foi amostrado, estes
resultados possuem baixa validade. Os sorogrupos reagentes foram:
Semaranga (n=18), Djasiman (n=9), Australis (n=7), Sejroe (n=5),
Icterohaemohrragiae (n=5), Grippotyphosa (n=3), Canicola (n=3), Autumnalis
(n=3), Shermani (n=2) e Panama (n=1), conforme indica a tabela 1. Quatro
animais foram positivos para mais de um sorogrupo. Os titulos apresentados
foram 100 (n=16), 200 (n=21), 400 (n=5), 800 (n=5) e 1600 (n=3). Os demais

resultados obtidos na SAM estio sumarizados na tabela 2.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Foram positivos na gPCR 17 animais, correspondendo a uma prevaléncia
de 5,5% (95% IC: 2,9 — 8,0). Cada uma das amostras positivas apresentou
curva de amplificacdo e de dissociacdo nos trés ensaios. As espécies que



28

apresentaram positividade foram: gamba de orelha branca (3,5%; 95% IC: 0,9
— 6,2), macaco prego (100%; 95% IC: ndo calculado), ourigo cacheiro (15,3%;
95% IC: 1,9 — 45,4), quati (8,9%; 95% IC: 1,4 — 16,4) e tatu galinha (25%; 95%

IC: 0,6 — 80,5). Os resultados estdo sumarizados na tabela 1.

Associagdo da SAM e gPCR

Ao considerar as duas técnicas de diagndstico como complementares, 64
animais foram positivos, correspondendo a uma prevaléncia total de 20,7%
(95% IC: 16,1 — 25,2). Dessa forma, as prevaléncias de individuos positivos
para cada espécie foram semelhantes as obtidas considerando-se somente a
SAM, conforme indica a tabela 1. Entre os 64 animais positivos por pelo menos
uma das técnicas de diagndstico, somente trés foram positivos tanto pela SAM

como pela gPCR.

Avaliacéao clinica dos animais

Segundo os critérios definidos no presente estudo, 25 animais de 9
espécies apresentavam infecgao recente e ativa no momento da amostragem:
gamba de orelha branca (n=7), quati (n=7), cachorro do mato (n=3), macaco
prego (n=2), ourigo cacheiro (n=2), tamandua mirim (n=1), tatu galinha (n=1),
lobo guara (n=1) e guaxinim (n=1). Foram observadas alteracdes clinicas em
quatro animais: aumento dos niveis de bilirrubina (1,73 mg/dl) e AST (978 U/I)
em um gamba, baixo escore corporal em um tamandua mirim, aumento dos
niveis de ALT (53 U/l) e AST (237 U/l) em um macaco prego e leucocitose com
neutrofilia (30.000 neutrdéfilos/ul) em um lobo guara. Para a analise estatistica,
24 animais negativos tanto na qPCR como pela SAM foram utilizados como
grupo controle negativo. Estes foram selecionados de forma aleatoria, porém
resguardando similaridades com o grupo de animais positivos em relagédo ao
numero de exemplares de cada espécie: gamba de orelha branca (n=9), quati
(n=9), ourigo cacheiro (n=2), cachorro do mato (n=1), tamandua mirim (n=1),
lobo guara (n=1) e tatu galinha (n=1). Entre estes animais, trés apresentaram
alteracdes clinicas compativeis com leptospirose: leucocitose com neutrofilia
em um gamba de orelha branca e em um quati (18.500 e 25.800 leucdcitos/yl,

respectivamente), e um cachorro do mato apresentou baixos niveis de proteina
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total (1,7 g/dl) e albumina (1 g/dl), e altos niveis de ALT (129 U/l). N&o foi
observada uma diferenca estatistica significativa entre os grupos positivos e

negativos para o diagnostico de leptospirose (P=0,99).

Andlise estatistica

Foi analisada a associagcdo entre a positividade para diagndstico de
leptospirose e a origem dos animais. Foram utilizadas somente as espécies
gamba e quati, devido a maior representatividade de exemplares amostrados.
No caso dos gambas, foi observada uma maior prevaléncia nos individuos
provenientes da mata em relacdo aos da area urbana, com uma razao de
chances de 3,87 (conforme indica a tabela 3). Em relagdo aos quatis, embora
todos os animais amostrados fossem provenientes da mata (e nenhum da area
urbana), o mesmo tipo de anadlise foi realizada adotando-se como critério de
classificagdo as localidades onde nao havia sobreposigcao de territério ocupado
pelos animais, ou seja, ndo seria possivel que qualquer um dos quatis
frequentasse ambos os locais que foram comparados. Dessa forma, foi
analisado se havia diferenga na prevaléncia de infeccdo em quatis de regides
distintas, mas com caracteristicas ambientais semelhantes. Assim, os locais de
origem para esta anadlise foram classificados em (1) Jardim Botanico e (2)
Fazenda Lageado/Edgardia, localizados a uma distancia aproximada de 7 km e
separados pela area urbana de Botucatu. Nao foi observada diferenca
significativa na positividade entre os diferentes locais de origem dos quatis

(P=0,88), conforme indica a tabela 4.
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TABELA 1. Frequéncia absoluta, relativa (%) e prevaléncia de animais silvestres positivos para o diagndstico de leptospirose na

regido de Botucatu, SP.

ESPECIE N SAM (%) L195%-LS95% gPCR (%) LI195%-LS95% SAM + gPCR (%) L195%-LS95%
Cachorro do mato (Cerdocyon thous) 4 3 (75,0) 0,19-0,99 0 (0,0) - 3 (75,0) 0,19-0,99
Furdo (Galictis cuja) 6 5(83,3) 0,35-0,99 0 (0,0) - 5(83,3) 0,35-0,99
Gamba de orelha branca (Didelphis albiventris) 195 16 (8,2) 0,04-0,12 7 (3,5) 0,00-0,06 22 (11,2) 0,06-0,15
Irara (Eira barbara) 1 1 (100,0) - 0 (0,0) - 1(100,0) -
Lebre (Lepus europaeus) 2 0 (0,0) - 0(0,0) - 0(0,0) -
Lobo guara (Chrysocyon brachyurus) 3 2 (66,6) 0,09-0,99 0 (0,0) - 2 (66,6) 0,09-0,99
Macaco prego (Sapajus nigritus) 2 0 (0,0) - 2 (100,0) - 2 (100,0) -
Méao pelada (Procyon cancrivorus) 1 1 (100,0) - 0 (0,0) - 1(100,0) -
Onga parda (Puma concolor) 2 0 (0,0) - 0(0,0) - 0(0,0) -
Ourico cacheiro (Sphiggurus villosus) 13 0(0,0) - 2 (15,3) 0,01-0,45 2 (15,3) 0,01-0,45
Quati (Nasua nasua) 56 17 (30,3) 0,18-0,42 5(8,9) 0,01-0,16 21 (37,5) 0,24-0,50
Raposa (Lycalopex vetulus) 4 2 (50,0) 0,06-0,93 0 (0,0) - 2 (50,0) 0,06-0,93
Tamandua bandeira (Myrmecophaga tridactyla) 6 0 (0,0) - 0 (0,0) - 0(0,0) -
Tamandua mirim (Tamandua tetradactyla) 5 1(20,0) 0,00-0,71 0 (0,0) - 1(20,0) 0,00-0,71
Tatu galinha (Dasypus novencinctus) 4 1(25,0) 0,00-0,80 1(25,0) 0,00-0,80 1(25,0) 0,00-0,80
Veado catingueiro (Mazama gouazoubira) 5 1 (20,0) 0,00-0,71 0 (0,0) - 1 (20,0) 0,00-0,71
TOTAL 309 50 (16,1) 0,12-0,20 17 (5,5) 0,02-0,08 64 (20,7) 0,16-0,25

N: numero de animais amostrados de cada espécie

SAM: Soroaglutinagdo Microscopica

gPCR: PCR em tempo real
LS95%: limite superior

L195%: limite inferior

*intervalo de confianca de 95%



31

TABELA 2. Frequéncia absoluta de animais silvestres reagentes para

diferentes sorogrupos de Leptospira spp. pela técnica de Soroaglutinagao

Microscoépica (SAM) na regido de Botucatu, SP.

ESPECIE

SOROGRUPO

Cachorro do mato

Furao

Gamba

Irara

Lebre

Lobo guara
Macaco prego
Mao pelada
Onca

Ourico cacheiro

Quati

Raposa

Tamandua bandeira
Tamandua mirim
Tatu galinha

Veado catingueiro

Australis (n=2), Djasiman (n=1)

Shermani (n=2), Semaranga (n=2), Djasiman (n=1),

Australis (n=1), Canicola (n=1)

Semaranga (n=14), Autumnalis (n=1),
Canicola/lcterohaemohrragiae (n=1)

Grippotyphosa (n=1),

Djasiman (n=1)

Canicola (n=1), Djasiman (n=1)

Icterohaemohrragiae (n=1)

Australis (n=4), Sejroe (n=4), Icterohaemohrragiae (n=3),
Djasiman (n=2), Grippotyphosa (n=2), Autumnalis (n=2),

Panama (n=1), Semaranga (n=1)

Djasiman (n=2)

Sejroe (n=1)

Djasiman (n=1)

Semaranga (n=1)

TOTAL

Semaranga (n=18), Djasiman (n=9), Australis (n=7),
Sejroe (n=5), Icterohaemohrragiae (n=5), Grippotyphosa
(n=3), Canicola (n=3), Autumnalis (n=3), Shermani (n=2),

Panama (n=1)

*n: nUmero de animais positivos
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TABELA 3. Frequéncia absoluta e relativa (%) de gambas positivos para o
diagnostico de leptospirose na regido de Botucatu, SP, de acordo com o local

de origem.

Resultado  Urbano (%) Mata (%) X? P OR LS95% LI95%
Positivo 9 (6,7) 13 (21,7)
Negativo 126 (93,3) 47 (78,3)

9,338 0,002 3,87 1,553 9,654

X2: Valor do Teste de Qui-quadrado

P: significancia exata em P (two-tailed)
OR: Razao das chances (Odds Ratio)
LS95%: limite superior

LI95%: limite inferior

*intervalo de confianca de 95%

**grau de liberdade=1

TABELA 4. Frequéncia absoluta e relativa (%) de quatis positivos para o
diagndstico de leptospirose na regiao de Botucatu, SP, de acordo com o local

de origem.

Resultado LIE@%) JB(%) X2 P OR LS95% LI95%

Positi 14 7
osm\l/o (36,8) (38,8) 0.022 0.883 ] ] ]
Negativo 24 (63,2) 11(61,2)

L/E: Fazenda Lageado e Fazenda Edgardia
JB: Jardim Botanico

X2: Valor do Teste de Qui-quadrado

P: significancia exata em P (two-tailed)

OR: Razao das chances (Odds Ratio)
LS95%: limite superior

L195%: limite inferior

*intervalo de confianca de 95%

**grau de liberdade=1
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DISCUSSAO

Foi observada uma grande diversidade de animais silvestres infectados
por Leptospira spp. na regido de Botucatu, SP, corroborando com estudos
previamente realizados no Brasil, tanto em espécies domésticas como
silvestres. O presente estudo destacou-se principalmente pela utilizacdo de
técnicas moleculares, que permitem ndo somente indicar a infecgdo por
leptospiras (assim como a sorologia), mas também indicar o potencial dos
animais como fontes de infecgdo. Embora somente fragmentos especificos de
DNA sejam detectados pela gPCR, a presenga do respectivo micro-organismo
na amostra € muito provavel.

Varios sorogrupos foram detectados como responsaveis pela infecgao,
demonstrando a diversidade de leptospiras na regido estudada, bem como
multiplos ciclos epidemiolégicos da enfermidade. Foi observada uma maior
positividade do sorogrupo Semaranga em gambas, revelando uma alta
prevaléncia da infeccado para este sorogrupo, o qual é considerado saprdfita
(LEVETT, 2001). Porém, no caso particular do sorogrupo Semaranga, reagdes
cruzadas com outros sorogrupos patogénicos podem ocorrer com frequéncia
(MAUERMANN et al., 1993), contestando a verdadeira identidade das
leptospiras responsaveis pela evidéncia sorolégica. Outros estudos devem ser
realizados para elucidar a causa da alta positividade do sorogrupo Semaranga
nos gambas, visto que outras espécies foram capturadas nos mesmos locais e
apresentaram resultados distintos.

Ademais, observou-se que gambas localizados na mata apresentaram
maiores chances de se infectar em relacdo aos gambas provenientes da area
urbana, havendo uma alta prevaléncia do sorogrupo Semaranga nos animais
das duas procedéncias. E muito provavel que os gambas, independente da
origem, compartiham o mesmo ciclo epidemiolégico, porém, apresentam
diferentes prevaléncias de infeccdo de acordo com o ambiente que habitam.
Diversos fatores podem estar envolvidos nesta hipotese, contudo, o contato
com o solo parece um aspecto importante a ser questionado, considerando a
natureza saprdfita deste sorogrupo. Na mata ha uma maior quantidade de

matéria organica no solo do que nas areas urbanas e, dessa forma, as chances
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dos gambas se infectarem neste ambiente sdo maiores. Estes resultados s&o
muito semelhantes aos encontrados por Faria et al. (2008) em Salvador, Bahia,
onde sete gambas (Didelphis spp.) capturados na area urbana foram
analisados, e cinco apresentaram positividade para o sorogrupo Semaranga.

A baixa prevaléncia observada no presente estudo também corrobora
com os dados publicados por Ullmann et al. (2012b), que n&o identificaram
gambas (Didelphis spp.) soropositivos entre os 17 exemplares analisados na
cidade de Sorocaba, SP. Os resultados obtidos contradizem uma das principais
hipoteses inicialmente elaboradas no inicio do estudo, na qual os gambas
provenientes da area urbana apresentariam elevada soroprevaléncia,
principalmente para o sorogrupo Icterohaemohrragiae. Tal suposi¢ao se deve a
frequéncia com que a leptospirose ocorre nas areas urbanas, onde os roedores
sinantrépicos sdo os maiores reservatérios de leptospiras, principalmente do
sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Como os gambas ocupam o mesmo nicho
ecoldgico que os roedores neste tipo de ambiente, seria muito provavel a
existéncia de um elo de transmissdo entre estas espécies. Os resultados
indicam que os gambas nao representam um importante reservatério de
leptospiras patogénicas na regido de Botucatu, o que contradiz a crenga
popular de que os gambas sao grandes transmissores de zoonoses, assim
como os roedores.

Em relagdo aos quatis, ndo foi observada diferenga estatistica significativa
entre os dois grupos analisados, resultado este esperado diante da
semelhancga das caracteristicas ambientais compartilhadas entre os grupos. Ao
contrario do que foi observado nos gambas, nao existe a predominancia de um
determinado sorogrupo infectando esta espécie. Um dos poucos estudos com
quatis que permitem a comparagdo com os resultados aqui apresentados foi
realizado por Junior et al. (2003) no estado de Tocantins. Entre os 31 animais
estudados, 12,9% foram soropositivos para o sorogrupo Javanica.
Considerando a prevaléncia observada de quatis positivos (30,3%), a
propor¢gao de individuos positivos pela qPCR (8,9%) e a diversidade de
sorogrupos reagentes na SAM, € muito provavel que esta espécie seja uma

importante fonte de infecgao.
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Foram amostradas trés espécies da familia Canidae (cachorro do mato,
raposa e lobo guara), nas quais se observou uma alta prevaléncia pela SAM.
Ao agrupar os individuos das trés espécies supracitadas, obteve-se uma
prevaléncia total de 63,3% (7/11). Apesar do baixo numero de canideos
estudados, estes resultados ndo devem ser subestimados, pois nenhum viés
foi identificado no processo de amostragem — todos os 11 animais eram
provenientes de regides distintas e foram capturados em intervalos regulares
ao longo do periodo do estudo.

Poucos trabalhos envolvendo canideos silvestres foram realizados,
demonstrando basicamente a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. para
diversos sorogrupos (DEEM e EMMONS, 2005; JORGE et al., 2011; SCIALFA
et al., 2013). Um importante estudo foi publicado por Jorge et al. (2011), no
qual foi analisada uma quantidade expressiva de animais na regido do
Pantanal, também se obtendo prevaléncias elevadas para varios sorogrupos.
No presente estudo, embora os canideos avaliados tenham exibido alta
prevaléncia de animais positivos na SAM, nenhum foi positivo pela qPCR. Esse
fato poderia ser explicado pelo pequeno numero de animais amostrados, pela
eliminacao intermitente das leptospiras pela urina ou ainda pela baixa eficiéncia
destas espécies como reservatorios. Capturar canideos silvestres de vida livre
envolve muitas dificuldades de ordem pratica, o que dificulta a obtencédo de
muitas amostras. Novos trabalhos devem ser realizados com um numero mais
significativo de exemplares desta familia a fim de complementar os resultados
aqui apresentados, confirmando assim a alta positividade de canideos
silvestres em relagdo a outras espécies, bem como a grande diversidade de
sorogrupos responsaveis pela infeccgao.

Quanto aos furdes e iraras, espécies incluidas na familia Mustelidae, é
possivel extrapolar os mesmos aspectos discutidos sobre os canideos, onde foi
observada uma alta prevaléncia na SAM e auséncia de positivos pela qPCR
em um numero reduzido de individuos amostrados. Na literatura, os dados
sobre leptospirose em furdes e iraras sado praticamente inexistentes, embora
sejam espécies abundantes e de ampla distribuigcdo geografica no Brasil.

Somente trés animais apresentaram resultado positivo tanto pela SAM
como pela gPCR, indicando uma baixa concordancia entre os testes de
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diagnostico. Outros estudos mostram resultados similares (FORNAZARI et al.,
2012; HAMOND et al., 2014), o que pode ser justificado pelos diferentes
propdsitos de cada técnica. Animais apresentando anticorpos anti-Leptospira
Spp. Ndo necessariamente possuem o agente em seu organismo e, assim, o
resultado da qPCR sera negativo. Ainda, caso o animal seja soropositivo e
portador renal, a eliminacdo de leptospiras pela urina é intermitente,
dificultando assim a probabilidade de detecgdo do DNA na amostra.

Outro fator associado a baixa concordancia dos testes de diagndstico é o
sorovar da leptospira responsavel pela infecgcdo. Caso este sorovar nao tenha
sido incluido na bateria de antigenos empregados na SAM, o resultado sera
negativo. Apesar desta limitagdo, a SAM ainda é considerada o diagndstico
soroldgico de eleicdo para leptospirose (LEVETT, 2001; ADLER e DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010) e, no presente trabalho, foi utilizada uma grande
diversidade de sorovares — superior a muitos estudos publicados na literatura.

Em relagcdo a qPCR, esta técnica tem sido empregada com frequéncia
para o diagndstico de leptospirose, apresentando alta sensibilidade e
especificidade (AHMED et al., 2009; WU et al., 2014). Embora a qPCR seja
recomendada para a amplificagdo de produtos de até 150pb, em trabalhos
anteriores realizados em nosso laboratério foi constatada uma boa eficiéncia
desta técnica para produtos de 331pb, apresentando sensibilidade diagndstica
maior que a PCR convencional quando utilizados os mesmos primers e
amostras (FORNAZARI et al., 2012).

No presente estudo, foram observadas alteragdes clinicas compativeis
com leptospirose, mas nao foi possivel determinar sua causa. E possivel que
estas alteragdes estivessem associadas a infecgdo por Leptospira spp. mas,
diante da inespecificidade dos sinais clinicos desta doenga, n&do tenha sido
possivel comprovar esta correlagdo devido as alteragdes observadas no grupo
controle negativo. Por outro lado, é provavel que a infecgao por leptospiras nao
tenha causado as alteragdes observadas, pois animais silvestres de vida livre
possuem diversas enfermidades de natureza infecciosa e parasitaria, as quais
podem estar associadas aos achados clinicos observados. Esta observacao
também justificaria as alteragdes clinicas observadas no grupo controle. A

infecgdo assintomatica € muito comum nos animais domésticos e no homem
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(LEVETT, 2001), e é possivel que o mesmo desfecho ocorra nas espécies
silvestres analisadas. Outro importante fator responsavel pela dificuldade em
se observar sinais clinicos em animais de vida livre — independente do agente
etiolégico — € a selegao natural. Animais doentes tém dificuldade em obter
alimento, escapar de predadores e procurar abrigo. Como consequéncia, o
quadro clinico rapidamente resulta em obito, impossibilitando a amostragem do
animal. Pelos resultados obtidos, a leptospirose possui baixa morbidade nos
animais silvestres da regiao de Botucatu.

Uma importante ferramenta que poderia complementar os resultados aqui
apresentados é a caracterizagdo genética das leptospiras a nivel de espécie.
Nos ultimos anos, foram desenvolvidas varias técnicas com esse objetivo.
Victoria et al. (2008) identificaram uma regidao de 245pb altamente conservada
no genoma das leptospiras e que permite esta classificagdo. Apos o
sequenciamento dos pares de bases desta regido, estas sdo analisadas por
meio de técnicas de bioinformatica, permitindo assim classificar as leptospiras
em nivel de espécie. Outros estudos tém utilizado esta regido com sucesso
(DIETRICH et al.,, 2014). Esta ferramenta poderia indicar diferentes ciclos
epidemiologicos da leptospirose nos animais silvestres estudados,
complementando assim as analises baseadas a nivel de sorogrupo. As 17
amostras obtidas no presente estudo estdo sendo submetidas a este tipo de

analise, entretanto, ainda nao foi concluida.
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CONCLUSOES

¢ Os animais estudados apresentaram soroprevaléncia de 16,1% (50/309)
para diversos sorogrupos, havendo uma maior positividade para o
sorogrupo Semaranga;

e A presenga do DNA de leptospiras na urina indica a eliminagdo do
agente no ambiente e, consequentemente, o papel dos animais
silvestres como reservatorios;

¢ Nao foi observada associagao entre a infecgdo por Leptospira spp. € a
presenca de sinais clinicos compativeis com leptospirose;

e Ha uma grande diversidade de espécies de mamiferos infectados por
Leptospira spp. na regidao de Botucatu, SP;

e Existem diferengas significativas na prevaléncia de infecgdo entre
especies, havendo maior positividade em individuos das familias
Canidae e Mustelidae;

e Os gambas apresentaram alta prevaléncia de infecgdo por leptospiras
saprofitas;

o Fatores ambientais estdo envolvidos na maior prevaléncia da infeccéo
em gambas provenientes da mata em relacdo aos localizados em areas

urbanas.
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ABSTRACT: Leptospirosis is an important disease of worldwide distribution,
responsible for causing severe clinical pictures in humans, domestic and wild animals.
Due to the lack of data in wildlife, this study aimed to evaluate the health status of free-
ranging wild mammals infected by Leptospira spp. in Brazil. Physical examination,
hematological, biochemical, serological and qPCR analysis were performed in 309
animal sampled between 2012 and 2014. Those positive in gPCR and/or serology (titer
> 800) were selected for health assessment, which resulted in 25 (8.0%) individuals
from 9 species (8 by serology and 17 positive by qPCR). Serology was reagent for
serogroups Sejroe (n=2), Icterohaemohrragiae (n=2), Australis (n=2), Djasiman (n=1)
and Canicola (n=1). Also, 24 animals negative by both tests were used as negative
control, and proportions of the two groups were compared by Fisher’s Exact Test.
Among the 25 positive animals, four presented clinical disorders compatible with
leptospirosis: one white-eared opossum (Didelphis albiventris) had increased levels of
bilirrubin and AST, one southern tamandua (Tamandua tetradactyla) had low body
score, one capuchin monkey (Sapajus nigritus) had increased levels of AST and ALT
and one maned wolf (Chrysocyon brachyurus) presented leukocytosis with neutrophilia.
There was no positive association between leptospirosis diagnosis and clinical findings
(P=0.99). Our results suggest that Leptospira spp. infection did not cause clinical
disorders in the studied animals.

Key words: animal health, Didelphis albiventris, leptospirosis, Nasua nasua,

wildlife disease.
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Leptospirosis is a cosmopolitan bacterial disease of great importance. It is caused
by spirochetes of Leptospira genera, which are able to infect a wide diversity of animal
species. Infection occurs mainly by contact with contaminated water or urine of infected
animals, and in most cases clinical manifestations are mild or absent. However, in some
instances, severe clinical disease may occur, with mortality rates ranging from 5 to 15%
(Levett 2001). Overall, leptospirosis is endemic in Brazil, and is frequently associated
with epidemic outbreaks (Ko et al. 1999).

Several infectious diseases affect wildlife in nature (Cleaveland et al. 2007; Espie
et al. 2009; Megid et al. 2010). Studies assessing the impact of leptospirosis in wildlife
are very scarce, although many publications are available regarding the epidemiology of
the disease. Despite its low lethality, leptospirosis was reported as an important cause of
mortality in both free-ranging and captive wild mammals, especially marine mammals
(Cleaveland et al. 2007; Szony et al. 2011). In Brazil there is little information about
leptospirosis in wildlife, and the few existing studies are limited to the low number of
animal species, samples and serologic assays. In the present study we focused on going
beyond these limitations, and evaluated a large number of animal species, samples and
also performed laboratorial assays directed to diagnosis and clinical assessment. This
study presents partial data of a long epidemiological survey that investigated infectious
and parasitic diseases in wildlife in Brazil. Here we aimed to evaluate the health status
of free-ranging wild mammals presenting current infection by Leptospira spp..

The study was realized in Botucatu Municipality (22°53°09” S 48°26°42” W), Sao
Paulo State, Brazil. Between May 2012 and February 2014 animals were sampled by
two methods: (1) capture in their natural habitat, using tomahawk traps placed in forest
fragments around the city, and (2) following the veterinary assistance of Sdo Paulo State
University (Unesp), responsible for the support of wild animals rescued in the region.
Only free-ranging mammals were included in the study. License for sampling the
animals were provided by ethics committee (CEUA, UNESP, Botucatu n°® 10/2012) and
government authorities (ICMBio, SISBIO n° 33162-2).

Blood and urine samples were collected, followed by a physical examination
focused in symptom typical of leptospirosis: fever, jaundice, mucosal hemorrhage and
low body score. Hematological and biochemical analysis were performed by standard
methods. Abnormalities and normal parameters of physical examination and laboratory

analysis were based on literature published by Levett (2001), Greene et al. (2006) and
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Cubas et al. (2014). Serologic and molecular diagnosis of leptospirosis were performed
by quantitative PCR (qPCR) and Microscopic Agglutination Test (MAT), respectively.
Both techniques were developed as previously described (Fornazari et al. 2012). The
criteria to define animals with current infection at moment of sampling was a positive
result of qPCR in urine sample, and/or a titer of 800 in MAT (Levett 2001). Individuals
included in these criteria were selected and evaluated for the presence of clinical
disorders compatible with leptospirosis, which were recorded during health assessment.
Also, 24 animals with negative results for MAT and qPCR were used as negative
controls. A clinical disorder was considered present when at least one of the evaluated
parameters was abnormal — physical examination, hematological analysis and/or
biochemical analysis (increase in two or more hepatic/renal enzymes). Relative
frequencies of clinical disorders in positive and negative animals for leptospirosis
diagnosis were compared using Fisher’s Exact Test. Data were analyzed using STATA
version 13.0 (StataCorp 2013). Statistical significance was considered at 5% level.

A total of 309 animals were sampled, of which 25 (8.0%) were infected by
Leptospira spp. according to the criteria mentioned above (17 by gPCR and 8 by MAT).
None of the animals were positive by both techniques. MAT was positive for
serogroups Icterohaemohrragiae and Sejroe, with titers 800 (n=1) and 1600 (n=3). The
results are summarized in Table 1. Among the 25 positive animals, four presented
clinical disorders compatible with leptospirosis: one white-eared opossum had increased
levels of bilirrubin (1.73 mg/dl) and AST (978 U/L); one southern tamandua had low
body score; one capuchin monkey had increased levels of AST (237 U/L) and ALT (53
U/L); and one maned wolf presented leukocytosis with neutrophilia (30,000
leukocytes/pl, 29,100 neutrophils). Among the 24 negative animals (see Table 1), three
had clinical disorders: one white-eared opossum and one coati presented leukocytosis
with neutrophilia (18,514 leukocytes/ul, 10,923 neutrophils and 25,800 leukocytes/ul,
22,962 neutrophils, respectively); and one crab-eating fox had low levels of total protein
(1.7 g/dl), albumin (1.0 g/dl) and elevated ALT (129 U/L). There was no statistically
significant correlation between positivity for Leptospira spp. infection and clinical
disorders (P=0.99).

The results indicate that Leptospira spp. infection was not responsible for the
clinical disorders observed in the studied animals. Although four animals presented

clinical findings compatible to leptospirosis, a positive association was not observed
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because three animals used as negative controls also presented abnormalities. We were
not able to identify the cause of these disorders during the study. Free-ranging animals
harbor a great number of microbial agents, and also may develop many other non-
infectious diseases, which can be associated with some of the clinical disorders in the
studied animals. As it is not possible to perform a complete clinical evaluation, the
causes of these clinical findings remain uncertain.

By our knowledge, this is the second health assessment of wild animals infected
by Leptospira spp. in Brazil. Medici et al. (2014) evaluated 65 free-ranging lowland
tapirs (Tapirus terrestris) using a methodology similar to ours. These authors also did
not found clinical signs our laboratory findings indicating leptospirosis. Most cases of
Leptospira spp. infection in domestic animals and humans do not result in severe
clinical disease (Levett 2001). Probably the same outcome occurs in wild species, which
could explain our results. Besides, if a wild animal develop severe leptospirosis in
nature, it will quickly die of hunger, killed by predator, or any other cause that
debilitated animals are exposed in the wild. Thus, the probability of sampling sick
animals is reduced substantially. This could result in a selection bias, although it is very
unlikely that the probability of selection depends on the clinical signs in a different
manner for animals with active disease and for controls in this study. Another factor that
could explain our results is the infection by non-pathogenic strain of Leptospira spp..
Although this is not true for the seropositive animals - which indicated infection by
pathogenic serogroups - we must consider that hypothesis for the animals that were
positive by qPCR. However, leptospirosis has been considered an important cause of
mortality in free-ranging marine mammals since the 1970s, such as California sea lions
(Zalophus californianus) and Northern elephant seals (Mirounga angustirostris) (Lloyd-
Smith et al. 2007; Delaney et al. 2014). Several outbreaks have been reported in this
group of animals, making leptospirosis a relevant issue in programs involving the
conservation of these species. Captive animals are also affected by leptospirosis, as
documented in colonies of capuchin monkeys (Sapajus spp.) and Wied’s marmosets
(Callithrix kuhlii), where typical signs and lesions of the disease were observed, and
some cases resulted in death (Baitchman et al. 2006; Szonyi et al. 2011).

In conclusion, leptospirosis is a complex disease and more studies are needed to
understand the factors involved in the outcome of Leptospira spp. infection in wild

animals. Our study showed several wild species presenting current infection by
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Leptospira spp. in Brazil. Clinical disorders were present, but not associated with
leptospirosis.
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Table 1. Free-ranging wild mammals from Brazil with positive result for leptospirosis

diagnosis — Microscopic Agglutination Test (MAT) and quantitative PCR (qPCR).

Leptospirosis diagnosis

Species N2
gPCR> MAT® Serogroup (titer)

White-eared opossum (Didelphis

. . 7 7
albiventris)

) Sejroe (1600), Icteroh™

ti (N n
Coati (Nasua nasua) 7 5 (800)

. Djasiman (800),
Crab-eating fox (Cerdocyon thous) 3 3 Australis (800, n=2)
Capuchin monkey (Sapajus nigritus) 2 2
Orange-spined hairy dwarf porcupine

. . 2 2
(Sphiggurus villosus)
Maned wolf (Chrysocyon { ! Canicola (800)
brachyurus)
Southern tamandua (Tamandua .

1 1 1

tetradactyla) Sejroe (1600)
Nine-banded armadillo (Dasypus 1 |
novencinctus)
Crab-_eatlng raccoon (Procyon | | Teteroh* (1600)
cancrivorus)
Total 25 17 8

*Total number of animals positive for leptospirosis diagnosis (QPCR or MAT)

®Number of animals positive only by gPCR

‘Number of animals positive only by MAT

*Icterohaemohrragiae

**Animals used as negative controls included 9 white-eared opossums, 9 coatis, two

orange-spined hairy dwarf porcupines, one maned wolf, one northern tamandua, one

nine-banded armadillo and one crab-eating fox (n=24)
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