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RESUMO

Objetivou-se verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em mamiferos
silvestres de vida livre da Regido Metropolitana de Campinas — RMC (20 municipios), do
Aglomerado Urbano de Jundiai — AUJ (sete municipios) e da Unidade Regional Bragantina —
URB (11 municipios), localizadas no Estado de S&o Paulo. Para tanto, foram utilizadas
amostras de soros sanguineos de 267 mamiferos pertencentes a 26 espécies, 17 familias e oito
ordens (Carnivora, Cetartiodactyla, Cingulata, Didelphimorphia, Lagomorpha, Pilosa,
Primates e Rodentia) que foram colhidas na Associacdo Mata Ciliar, no periodo de 2012 a
2019. Os soros foram examinados por meio do Teste de Aglutinacdo Microscdpica (MAT)
com uma colecdo de 24 antigenos vivos de leptospiras dos seguintes sorovares e variantes
soroldgicas: Australis (Australis e Bratislava), Autumnalis (Autumnalis e Butembo), Batavia
(Bataviae), Ballum (Castellonis) , Canicola, Celledoni (Whitcombi), Cynopteri, Djasiman
(Sentot),  Grippotyphosa, = Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae ~ (Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae), Javanica, Panama, Pomona (Pomona), Pyrogenes, Sejroe (Guaicura,
Harjo e Hardjobovis), Shermani e Tarassovi. Os soros foram triados na diluicdo de 1:100
(ponto de corte), e os que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram titulados em uma
série de diluicBes geométricas de razdo dois. Dentre 0s soros examinados, 11 (4,1%) foram
soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. No total, foram 11 mamiferos
soropositivos:  trés cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), dois lobos-guard (Chrysocyon
brachyurus), dois veados-catingueiros (Mazama gouazoubira), um ourigo-cacheiro
(Sphiggurus villosus), uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), um gamba-de-orelha-
branca (Didelphis albiventris) e um sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata). Os sorovares
mais prevalentes de acordo com as espécies analisadas foram: cachorro-do-mato (Pomona),
lobo-guard (Australis e Icterohaemorrhagiae), ouri¢o-cacheiro (Autumnalis), capivara
(Panama), veado-catingueiro (Panama e Canicola), gamba-de-orelha-branca (Sejroe) e sagui-
de-tufo-preto (Autumnalis). Considerando a regido, os mamiferos soropositivos da RMC
foram oriundos dos municipios de Itatiba e Pedreira, do AUJ de Jundiai e Louveira e da URB
de Atibaia e Braganga Paulista. Esta pesquisa representou o primeiro inquérito sorolégico da
leptospirose nestas trés regides geograficas de Séo Paulo.

Palavras-chave: leptospirose, epidemiologia; animais selvagens, zoonose.



ABSTRACT

The objective was to verify the occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies in free-living
wild mammals in the regions of the Campinas Metropolitan Region - RMC (20
municipalities), Jundiai Urban Agglomerate - AUJ (seven municipalities), and Bragantina
Regional Unit - URB (11 municipalities), State of Sdo Paulo, Brazil. For this purpose, 267
blood serum samples from 26 species, 17 families and eight orders (Carnivora,
Cetartiodactyla, Cingulata, Didelphimorphia, Lagomorpha, Pilosa, Primates and Rodentia)
were used. In order to obtain more samples (n=62), the mammals were restrained according to
the specific protocol for each species. The blood serum were was examined by the
Microscopic Agglutination Test (MAT) with a collection of 24 live leptospiral antigens from
the following serogroups and serological variants: Australis (Australis and Bratislava),
Autumnalis (Autumnalis and Butembo), Batavia (Bataviae), Ballum (Castellonis), Canicola,
Celledoni  (Whitcombi), Cynopteri, Djasiman (Sentot), Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni and Icterohaemorrhagiae), Javanica, Panama, Pomona
(Pomona), Pyrogenes, Sejroe (Guaicura, Harjo and Hardjobovis), Shermani, and Tarassovi.
The sera were screened at a 1: 100 dilution (cut off), and those with 50% or more
agglutination were titrated in a series of geometric dilutions of ratio two. Among the
examined sera, 11 (4.1%) were seropositive for anti-Leptospira spp. antibodies. In total, there
were 11 seropositive mammals: three crab-eating fox (Cerdocyous thous), two maned wolves
(Chrysocyon brachyurus), two brown brocket (Mazama gouazoubira), an orange-spined hairy
dwarf porcupine (Sphiggurus villosus), a capybara (Hydrochoerus hydrochaeris), a white-
eared opossum (Didelphis albiventris) and a black-tufted marmoset (Callithrix penicillata).
The detected serovars according to the analyzed species were: crab-eating fox (Pomona),
maned wolf (Australis and Icterohaemorrhagiae), orange-spined hairy dwarf porcupine
(Autumnalis), capybara (Panama), brown brocket (Panama and Canicola), white-eared
opossum (Sejroe) and black-tufted marmoset (Autumnalis). Considering the region, the
seropositive mammals from RMC came from the municipalities of Itatiba and Pedreira, AUJ
from Jundiai and Louveira and URB from Atibaia and Braganca Paulista. This research
represented the first serological survey of leptospirosis in these three geographic regions of
the State of S&o Paulo.

Keywords: leptospirosis, epidemiology; wild animal.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% = por cento

AMC = Associagdo Mata Ciliar

AUJ = Aglomerado Urbano de Jundiai

CEUA = Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CONCEA = Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
CRAS = Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres

DNA = Acido desoxirribonucleico.

EMJH = Ellinghausen-Mc Cullough-Johnson-Harris

EMPLASA = Empresa Paulista de Planejamento Metropolitano
FMVZ = Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

IBGE = Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICMBIo = Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade
LDP = Laboratério de Doencas Parasitarias

MAT = Teste de Aglutinacdo Microscopica

mg = miligrama

mL = mililitro

°C = graus Celsius

OMS = Organizagdo Mundial de Saude

ONG = Organizacdo Nao Governamental

pH = Potencial Hidrogenidnico

RG = Registro Geral

RMC = Regido Metropolitana de Campinas

SINAN = Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo
SISBIO = Sistema de Autorizagéo e Informacdo da Biodiversidade
SP = Séo Paulo

Spp. = Espécies

SST = Solugéo Salina Tamponada

URB = Unidade Regional Bragantina

USP = Universidade de S&o Paulo

VPS = Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
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INTRODUCAO

No Brasil, evidenciamos biomas com riquezas floristicas e faunisticas, mas
infelizmente a destruicdo desses ecossistemas pela agdo antrépica pode promover
consequéncias desastrosas. Essa aproximagdo do homem com os animais silvestres favorece a
disseminacdo de agentes infecciosos para novos hospedeiros e ambientes. Sendo assim, o
estudo da epidemiologia de zoonoses torna-se de extrema importancia para conhecimento de
focos naturais, permitindo avaliar os fatores de riscos e doengas que ocorrem nos animais
silvestres (MARVULO, 2007).

A leptospirose, uma zoonose bacteriana que afeta animais domésticos, silvestres e o
homem, ocorre em todas as partes do mundo, com alta prevaléncia em paises tropicais onde
ha grandes precipitagdes pluviométricas (CORREA, 2007). Seu agente etiologico é a
Leptospira spp. que possui mais de 260 sorovares (ADLER e DE LA PENA
MONTECZUMA, 2010).

Esta enfermidade pode ocorrer no meio urbano, rural ou silvestre e caracteriza-se
como epidémica ou endémica, influenciada por fatores ambientais e pelas interacbes dos
diferentes grupos de animais envolvidos na sua epidemiologia (LEVETT, 2001). Um exemplo
sdo 0s roedores e marsupiais, que podem ser carreadores cronicamente infectados, pois eles
excretam as leptospiras por meio da urina, contaminando solos, alimento e dgua (CORREA,
2006). O risco das infec¢cbes por leptospiras também pode estar principalmente relacionado a
diminuicdo e fragmentagdo dos habitats naturais, que pode causar diferentes impactos nos
ecossistemas, como a reducdo de area propicia a vida dos animais silvestres, reducao da oferta
de alimento e abrigo, além de facilidades destes animais ficarem cada vez mais proximos dos
humanos (CORREA, 2006).

Neste contexto, muitos animais silvestres acabam chegando ao meio urbano devido a
degradacdo do ambiente natural. Dessa forma, para suprir o atendimento desses animais,
algumas instituicbes se propdem em atendé-los, com finalidade de fazer o tratamento, a
realizacdo de exames clinicos e laboratoriais para o diagnostico de enfermidades e
posteriormente, realizar a sua soltura na natureza. Como exemplos destas instituicbes no
Brasil, temos a Associacdo Mata Ciliar (AMC), que possui um Centro de Reabilitacdo de
Animais Silvestres (CRAS) localizado no municipio de Jundiai, Estado de Sdo Paulo. Esta
instituicdo possibilitou o atendimento e colheita de amostras dos mamiferos silvestres que

fizeram parte desta pesquisa para a identificacdo de anticorpos anti-Leptospira spp.



Portanto, animais silvestres em vida livre podem estar expostos a Leptospira spp., mas
pouco se sabe sobre sua importancia como fontes de infeccdo (BRASIL, 2017). Grande parte
dos estudos é direcionada aos roedores sinantrépicos, enguanto que informacGes sobre a
transmissdo dos animais silvestres para 0 homem sao escassas (LANGONI, 1999).

No estudo de doencas, € de suma importancia realizar a andlise, a identificagdo,
avaliacdo de fatores de risco & salde, estruturas sociais, econdmicas e ambientais de cada
regido. Sendo assim, o desenvolvimento de estudos que utilizem ferramentas de analise
regional relacionados a leptospirose podem favorecer a descricdo de padrbes de infeccdo e
transmisséo, definir fatores de risco e auxiliar na implantacdo de medidas e planos de agéo
contra a doenca (BIER et al., 2013).

Diante do exposto, existe a necessidade de estudos para uma comparacdo dos
resultados, e assim ajudar a estabelecer o quadro atual da epidemiologia da infeccdo por

Leptospira spp. em mamiferos silvestres de vida livre.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em mamiferos silvestres
encaminhados a Associacdo Mata Ciliar, Jundiai — SP e provenientes de vida livre da Regido
Metropolitana de Campinas, do Aglomerado Urbano de Jundiai e da Unidade Regional

Bragantina no Estado de S&o Paulo.

1.1.2 Especifico
Identificar os sorovares mais prevalentes nos mamiferos silvestres examinados nas trés

regides estudadas.

2 REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose apresenta uma distribuicdo universal sendo considerada uma zoonose
de grande importancia para a satde publica (BRASIL, 2017). No Brasil, danos consideraveis
ao ecossistema vém ocorrendo devido a degradacdo das florestas em decorréncia da expansao
da agricultura, pecuaria, exploracdo de madeira, mineracdo, construcdo de hidrelétricas,

urbanizacgéo, entre outros. Dessa forma, ocorre um grande desequilibrio ambiental e muitos
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animais silvestres perdem seu habitat e aproximagdo com o homem, torna-se inevitavel
(BATISTA et al., 2014).

Esta doenca trata-se de uma zoonose de grande importancia social e econémica por
apresentar elevada incidéncia em determinadas areas, bem como por sua letalidade, que pode
chegar a até 40% nos casos mais graves (BRASIL, 2017). Segundo dados da Secretaria de
Vigilancia em Salde de Brasilia, a leptospirose € uma zoonose na qual 0s animais s&o
hospedeiros primarios, essenciais para a persisténcia dos focos da infeccdo, e o0s seres
humanos sdo hospedeiros acidentais, terminais, pouco eficientes na perpetuacdo da mesma
(BRASIL, 2019).

Em areas urbanas, principalmente nas capitais e regides metropolitanas, esta doenca
apresenta um carater epidemioldgico mais grave, devido a altas aglomerac6es populacionais
de pessoas de baixa renda, que vivem a beira de corregos, em locais com infraestrutura
sanitaria precaria e com infestacbes de roedores, que sdo fatores que predispdem ao
aparecimento de pacientes com leptospirose (BRASIL, 2018). Um amplo espectro de animais
sinantrépicos, domésticos e silvestres serve como reservatorios para a persisténcia de focos de
infeccdo. Esses fatores ressaltam a importancia do direcionamento das acdes preventivas para
o controle de animais sinantropicos que se comportam como reservatérios de leptospiras,
como: a anti-ratizacdo e a desratizacdo de roedores e melhoria das condi¢fes higiénico
sanitarias da populacdo (BATISTA et al., 2014).

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A doenca manifesta na forma de uma infecgdo aguda causada por uma espiroqueta da
familia Leptospiraceae, filo Spirochaete, ordem Spirochaetales, e género Leptospira, sdo
organismos flexiveis, helicoidais, mdveis e possuem extremidades encurvadas, com flagelos
subterminais (PASTER, 1991). N&o s&o visiveis a luz direta, mas a microscopia de campo
escuro. S&o aerdbicos e microaerofilos e crescem em pH 6timo de 7,2 a 7,6 e em temperaturas
de 28 a 30°C, sobrevivem em ambientes imidos e sdo pouco resistentes ao calor (FAINE et
al., 1999). Este género compreende espécies patogénicas e saprofiticas, com mais de 260
sorovares distintos, dificultando sua caracterizagdo (MACHRY, 2010).

Diversas espécies de bactérias patogénicas do género Leptospira spp. Sao responsaveis
pela etiologia da doenca, enquanto outras espécies sdo consideradas ndo patogénicas, e
possuem menor importancia clinica. Atualmente as leptospiras sdo classificadas em 13

espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonni, L. borgprterseni, L. inadali, L. interrogans, L.
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fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilli e L. wolffii.
As leptospiras sdo subdivididas ainda em mais de 260 sorovares, onde cada um apresenta
especificas caracteristicas fenotipicas, determinadas pelos seus antigenos de superficie
presentes na membrana citoplasmatica (ADLER e DE LA PENA MONTECZUMA, 2010).

O sorovar é a unidade taxondmica bésica utilizada para a classificagdo de leptospiras.
Porém, a identificagdo desse género bacteriano é bastante dificultada quando se observa que
sorovares pertencentes a0 mesmo sorogrupo encontram-se distribuidos entre diferentes
espécies (ADLER e DE LA PENA MONTECZUMA, 2010). Portanto, essa classificagio ndo
é baseada no genotipo, e diferentes espécies de leptospira podem apresentar 0 mesmo sorovar,
dependendo dos antigenos expressos em sua membrana (FORNAZZARI, 2015).

Diferentes sorovares podem apresentar imunidade cruzada, e neste caso, 0S mesmos
sdo agrupados em sorogrupos (LEVETT, 2001). Por este motivo, a literatura internacional
recomenda utilizar a nomenclatura baseada em sorogrupos ao fazer referéncia ao resultado de
testes sorologicos que utilizam sorovares como antigenos (FORNAZZARI, 2015).

Dentre os fatores ligados ao agente etiol6gico que favorecem a persisténcia dos focos
de leptospirose, especial destaque deve ser dado ao elevado grau de variacdo antigénica, a
capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente (até 180 dias) e a ampla variedade de animais
suscetiveis que podem hospedar o microrganismo (BRASIL, 2009).

2.2 DIAGNOSTICO

Exames fisicos em animais sdo muito inespecificos, portanto sempre deve estar
associado ao exame laboratorial. No diagndstico microbiolégico as leptospiras podem ser
visualizadas por microscopia de campo escuro a partir da observacdo direta de laminas
confeccionadas com materiais biolégicos como sangue, urina, tecidos e LCR (liquido
cefalorraquidiano), onde existe a rapidez e possibilidade de diagnostico precoce. No entanto
esse metodo ndo é usado com frequéncia devido a alta subjetividade na leitura (FAINE,
1999).

Entre os métodos soroldgicos, destacam-se a soroaglutinagdo microscopica e
macroscopica. A sorotipagem é determinada pelo teste de aglutinagdo microscopica com
absorcéo cruzada (cross-aglutinin absorption test - CAAT), onde sdo utilizados soros imunes
de referéncia produzidos em coelho. O CAAT é restrito a laboratorios de referéncia
internacional, pois requer a existéncia de uma colecdo completa de cepas de referéncia do
género Leptospira. O método de referéncia ainda € o teste de microaglutinagdo MAT

(Microscopic Agglutination Test) usando anticorpos monoclonais especificos que, mesmo
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quando apresenta titulos elevados para um determinado sorovar, embora sugestivo, ndo é
conclusivo a respeito do sorovar infectante, devido a ocorréncia de reagfes cruzadas. O MAT
baseia-se na identificacdo por microscopia de campo escuro da aglutinacdo do soro do
paciente com antigenos de Leptospira (HERMANN et. al., 1991). Essa técnica detecta tanto
anticorpos da classe IgM quanto IgG e o provavel sorogrupo infectante é o que apresenta
maior titulo, se mais de um sorogrupo apresentar o maior titulo o resultado € considerado
como reacdo mista e o provavel sorogrupo infectante ndo é determinado (FAINE,1999). A
identificacdo dos sorovares é importante para a epidemiologia, uma vez que eles apresentam
relagdes diretas com alguns animais reservatorios, focos de infecgdo e distribuicdo geogréfica.
Devido a complexidade do MAT, testes rapidos e com base em ELISA foram
desenvolvidos. Tanto o ELISA quanto os testes rapidos tém como finalidade permitir um
diagnostico mais precoce de forma a antecipar a introducdo de tratamento com terapia
especifica (ADLER et al., 2010).
As técnicas de biologia molecular vieram preencher lacunas de sensibilidade e praticidade das
outras provas diagndsticas utilizadas na pesquisa de leptospiras. O DNA, uma molécula muito
estavel, pode ser facilmente detectada mesmo em amostras autolisadas ou contaminadas,
viabilizando o diagnostico rapido e sensivel em muitos casos que outras provas seriam
inviaveis (LANGONI, 1999).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

As leptospiras podem hospedar-se em diversos grupos de animais vertebrados; no
entanto, os mamiferos sdo o0s que, na atualidade, apresentam maior significado
epidemioldgico na transmissdo da doenca (BHARTI, 2003). Um dos maiores desafios do
estudo da leptospirose tem sido a caracterizacdo de ambientes e modos de transmissao, que
sdo altamente dependentes dos sorovares (BARCELLOS et al., 2003). Alguns sorovares sdo
endémicos de regides particulares e cada um deles tende a ser mantido por um hospedeiro
especifico (VIEIRA et al., 2013). Embora as pesquisas sobre a leptospirose em animais
silvestres j& tenham avangado em varios paises, no Brasil as informacdes sobre o tema ainda
sdo escassas, deixando uma lacuna no conhecimento da cadeia epidemioldgica da doenca e
dificultando a elaboracdo de planos de controle em regifes com grande densidade de animais
silvestres e ambientes ecologicamente favoraveis (GIRIO et al., 2003).

Do ponto de vista epidemiolégico, é importante o conhecimento das espécies animais
gue atuam como reservatorio, e quais 0s sorovares prevalentes em determinada area

(MARINHO, 2008). Alguns inquéritos sorologicos conduzidos em ecossistemas silvestres,
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ndo modificados pela acdo humana, referem a presenca da infeccdo em roedores, marsupiais,
carnivoros, animais da ordem pilosa entre outros. No entanto, em ecossistemas rurais e
urbanos, o principal reservatorio de leptospira é constituido pelos roedores sinantrépicos,
entre 0s quais a ratazana ou rato-de-esgoto (Rattus norvegicus), que ocupa no mundo todo
uma posicdo de destaque (BRASIL, 2009).

O homem, hospedeiro terminal e acidental da doenca, infecta-se ao entrar em contato
com a urina de animais infectados de modo direto ou indireto, por meio do contato com agua,
lama ou solo contaminados. A transmissdo inter-humana é muito rara e de pouca relevancia
epidemioldgica (BRASIL, 2018).

Em execucdo de levantamentos soroepidemioldgicos realizados em mamiferos
silvestres de vida livre e cativeiro no Brasil, 0 exame soroldgico mais utilizado foi o Teste de

Aglutinacdo Microscépica (MAT) para a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp.

2.4 LEPTOSPIROSE E SUA IMPORTANCIA NA SAUDE PUBLICA

No Brasil, a leptospirose é considerada uma doenca endémica, tornando-se epidémica
em periodos chuvosos. Algumas profissdes e ocupacgdes sao mais expostas ao risco, e tornam-
se mais susceptiveis ao contato com as leptospiras, como trabalhadores em limpeza e
desentupimento de esgotos, garis, agricultores, médicos veterinarios, tratadores de animais,
pescadores, laboratoristas, bombeiros, entre outras. Contudo, a maior parte dos casos ainda
ocorre entre pessoas que habitam ou trabalham em locais com infraestrutura sanitaria
inadequada e exposta a urina de roedores (MAGALHAES et al., 2006). E uma doenca de
notificagdo compulsoria no Brasil, e por isso, tanto a ocorréncia de casos suspeitos isolados
como a de surtos deve ser notificada 0 mais rapido possivel para o desencadeamento das acdes
de Vigilancia Epidemiolégica e controle (BRASIL, 2018).

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil (2019) que foram notificados no
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN, no periodo de 2000 a 2018
foram confirmados no Brasil 66.080 mil casos de leptospirose em humanos, representando
uma média anual de 3.670 casos confirmados. O namero de 6bitos foi de 6.295, representando
uma meédia de 350 oObitos por ano. O maior numero de casos da doenca foi observado nas
regibes Sudeste (22.434) e Sul (21.383), sequidos pelas regides Nordeste (11.630), Norte
(9.710), e Centro-Oeste (978). Os Estados com maior percentual de casos confirmados foram
Sdo Paulo (20%), Rio Grande do Sul (14%) e Santa Catarina (11%). Esse registro também
mostrou uma letalidade média de 9,5% ao ano (BRASIL, 2018). Dados também confirmados

pela Secretaria de Vigilancia em Saude do Brasil em 2017, ap0s os registros de dados,
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conseguiram apontar que as regides Sudeste e Sul concentram o maior nimero de casos em
humanos.

A infeccdo pelo microrganismo ocorre devido a penetracdo da bactéria atraves de
mucosas (ocular, digestiva, respiratdria e/ou genital), da pele escarificada e inclusive da pele
integra, como ocorre quando da permanéncia por tempo prolongado em cole¢Bes de &gua
contaminada. A eliminacdo da Leptospira ocorre atraves da urina, de forma intermitente,
podendo persistir por periodos de tempo de longa duracao, variaveis com as espécies animais
e a variante soroldgica da leptospira envolvida (BRASIL, 2014).

A imunidade adquirida pés-infeccdo € sorovar-especifica, podendo um mesmo
individuo apresentar a doenga mais de uma vez se 0 agente causal de cada episodio pertencer
a um sorovar diferente do anterior (BRASIL, 2009).

2.5 OCORRENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Leptospira spp. EM MAMIFEROS
SILVESTRES DE VIDA LIVRE

Embora as pesquisas sobre a infeccdo por Leptospira spp. em animais selvagens ja
tenham avancado em vérios paises (VIEIRA, 2013), no Brasil as informagfes sobre o tema
ainda sdo escassas, deixando lacunas no conhecimento da cadeia epidemioldgica da doenca e
dificultando a elaboracdo de planos de controle em regifes com grande densidade de animais
silvestres e ambientes ecologicamente favoraveis (GIRIO et al., 2003).

Segundo Fornazzari (2015), apesar da escassez de estudos sobre o impacto da
leptospirose na saude dos animais silvestres, estas publicacdes indicaram o potencial desta
doenca como ameaca para conservagdo de algumas espécies.

De acordo com a literatura consultada, os levantamentos sorolégicos da ocorréncia de
anticorpos anti-Leptospira spp. em mamiferos silvestres de vida livre no Brasil, pelo Teste de

Aglutinacdo Microscopica (MAT) estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Levantamentos sorolégicos da ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em mamiferos silvestres de vida livre no Brasil diagnosticados pelo Teste de
Aglutinacdo Microscépica (MAT).

ESPECIE Pos./N* % LOCALIZACAO AUTORES
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) 13/38 34,2 Pantanal Sul-Mato-Grossense VIEIRA et al. (2013)
3/4 75 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
13/35 37,1 Pantanal Sul-Mato-Grossense SILVA (2016)
Capivara (Hydrocaerus hydrochaeris) 27145 60 Bacia hidrografica do Alto Tieté SHIMABUKURO (2006)
Furdo (Galictis cuja) 5/6 83,3 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) 16/195 8,2 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita) 33/220 15,0 Séo Paulo/SP BERTOLA (2006)
Irara (Eira barbara) 1/1 100 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Jaguatirica (Leopardus pardalis) 1/6 14,3 Pantanal Sul-Mato-Grossense FORNAZARI et al. (2018)
Lebre (Lepus europeaus) 0/2 - Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Lobo-guaré (Chrysocyons brachyurus) 2/3 66,7 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Macaco-prego (Sapajus nigritus) 0/2 - Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Mé&o-pelada (Procyon cancrivorus) 1/1 100 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Onca-parda (Puma concolor) 0/2 - Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Ourigo-cacheiro (Sphiggurus villosus) 0/13 - Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Quiati (Nasua nasua) 15/45 34,1 Pantanal Sul-Mato-Grossense VIEIRA et al. (2018)
17/56 30,3 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
4/18 22,2 Pantanal Sul-Mato-Grossense SILVA (2016)
Raposa (Lycalopex vetulus) 2/4 50,0 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)

Continua

Rato-da-arvore (Oecomys mamorae) 0/8 - Pantanal Sul-Mato-Grossense VIEIRA et al. (2013)



ESPECIE Pos./N* % LOCALIZACAO AUTORES
Roedor (Thrichomys pachyurus) 5/49 10,20 Pantanal Sul-Mato-Grossense VIEIRA et al. (2013)
Tamandua bandeira (Myrmecophaga tridactyla) 0/6 - Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
12/21 57 Pantanal do Mato Grosso MIRANDA et al. (2014)

Tamandua mirim (Tamandua tetradactyla) 1/5 20 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Tatu galinha (Dasypus novencinctus) 1/4 25 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)
Veado campeiro (Ozotoceros bezoarticus) 30/95 31,18 Pantanal Sul-Mato-Grossense SILVA (2016)

Veado catingueiro (Mazama gouazoubira) 1/5 20 Regido de Botucatu FORNAZARI et al. (2018)

Legenda: Pos./N =NUmero de animais soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. /nimero de animais examinados.
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Diante do exposto, torna-se de suma importancia a realizacdo de pesquisa na area de
animais silvestres de vida livre, em diferentes regides do Brasil e com diferentes espécies,
pois em cada pesquisa realizada sera possivel observar a ocorréncia de animais soropositivos
para anticorpos para Leptospira spp. Além disso, os resultados encontrados poderdo auxiliar
no melhor entendimento da cadeia epidemioldgica desta zoonose de impacto na salde

publica.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado ap6s a aprovagdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio), mediante autorizacdo emitida pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo da Biodiversidade (SISBIO), n° 67905-1. Além disso, estd de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro Universitario Max Planck, n° P-048/20109.

3.2 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAS BIOLOGICAS

As trés regides pesquisadas foram a Regido Metropolitana de Campinas — RMC, o
Aglomerado Urbano de Jundiai — AUJ e a Unidade Regional Bragantina — URB, localizadas
no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Essas regides fazem parte da Macrometrépole Paulista
(MMP), que é um dos maiores aglomerados urbanos do Hemisfério Sul.

A Regido Metropolitana de Campinas foi criada em 2000 e € integrada por 20
municipios: Americana, Artur Nogueira, Campinas, Cosmopolis, Engenheiro Coelho,
Holambra, Hortolandia, Indaiatuba, Itatiba, Jaguaritna, Monte Mor, Morungaba, Nova
Odessa, Paulinia, Pedreira, Santa Barbara d'Oeste, Santo Anténio de Posse, Sumaré, Valinhos
e Vinhedo. E a segunda maior Regido Metropolitana do Estado de Sdo Paulo em populaco,
com mais de 3,1 milhdes de habitantes, de acordo com estimativa de 2017 (EMPLASA,
2018) (Figura 1).


https://www.emplasa.sp.gov.br/RMC
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Figura 1. Mapa da Regido Metropolitana de Campinas, Estado de S&o Paulo, Brasil.
Fonte: Emplasa (2018)

A regido do AUJ foi criada em 2011, é integrada por sete municipios: Cabrelva,
Campo Limpo Paulista, Itupeva, Jarinu, Jundiai, Louveira e Varzea Paulista e abriga 790 mil
habitantes. O AUJ é também formado por um eixo de urbanizacdo quase continuo entre duas
regibes metropolitanas, Sd8o Paulo e Campinas, e é servida por um complexo viario que
permite 0 acesso aos principais aeroportos do Estado e ao maior porto da América Latina, o
Porto de Santos (EMPLASA, 2018) (Figura 2).

Louveira

Campo Limpo
Paulista

Varzea
Paulista

Figura 2. Mapa do Aglomerado Urbano de Jundiai, Estado de S&o Paulo, Brasil.
Fonte: Emplasa (2018)
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A regido do UBR ¢ formada por 11 municipios: Atibaia, Bom Jesus dos Perdidos,
Braganca Paulista, Joandpolis, Pedra Bela, Pinhalzinho, Piracaia, Nazaré Paulista, Socorro,
Tuiuti e Vargem (EMPLASA, 2018) (Figura 3).

Socorro

Fi"halzmyPedra Bela

Tuiuti

Joandépolis

Piracaia

Atibaia

Paulista

Sede daRegidolmediata
Demais cid ad es constituintes

Figura 3. Mapa da Regido Bragantina, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Fonte: www.wikiwand.com/pt/Regido_Geogréfica_Imediata_de_Braganca_Paulista

Os animais foram recebidos na Associacdo Mata Ciliar, que é uma organiza¢do ndo
governamental (ONG), fundada em 1987 e localizada em Jundiai-SP, nas margens da Serra do
Japi. Em 1997, devido a preocupacdo com a fauna, deu inicio ao Centro de Reabilitacdo de
Animais Silvestres (CRAS) e ao Centro Brasileiro para Conservacgdo de Felinos Neotropicais
(Centro de Felinos). O CRAS tem como objetivo receber os animais silvestres trazidos tanto
por érgdos publicos como por municipes, prestar atendimento veterinario, reabilita-los sempre
que possivel e realizar sua soltura. J& o Centro de Felinos é referéncia nacional quando o
assunto é preservacdo e reproducdo de espécies de felinos neotropicais. Ao todo, j& foram
atendidos por esta instituicdo mais de 25 mil animais silvestres, sendo utilizados 0s soros
sanguineos dos mamiferos silvestres encaminhados ao CRAS no periodo de 2012 a 2019 para

a presente pesquisa.
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3.3 MAMIFEROS SILVESTRES

Foram obtidas amostras de soros sanguineos dos mamiferos silvestres procedentes das
regidbes da RMC, AUJ e URB oriundos do banco de amostras de soros sanguineos da
Associacdo Mata Ciliar (n=267). As amostras de soros destes mamiferos silvestres foram
colhidas entre os anos de 2012 e 2019 e estavam estocadas congeladas no freezer a -80°C
(Figuras 4 e 5).

Desta forma, no total foram utilizadas amostras de mamiferos pertencentes a 26

especies, 17 familias e oito ordens (Carnivora, Cetartiodactyla, Cingulata, Didelphimorphia,

Lagomorpha, Pilosa, Primates e Rodentia) (Tabela 2).
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Figura 4. Colheita de sangue de capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) na Associacdo Mata Ciliar, Jundiai — SP.

Fonte: Associacdo Mata Ciliar (2019).

Figura 5. Colheita de sangue de preguica-comum (Bradypus variegatus), apenas com contencao fisica.
Fonte: Associacdo Mata Ciliar (2019).

Tabela 2. Relagdo dos 267 mamiferos silvestres pesquisados e procedentes da Regido Metropolitana de
Campinas, Aglomerado Urbano de Jundiai e Unidade Regional Bragantina, Estado de S&o Paulo, segundo a

taxonomia e regido geografica, 2012-2019.

Ordem, Familia e Espécie N RMC AUJ URB

CARNIVORA 46 21 14 11



Canidae 34 18 7 9
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) 23 10 6 7
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) 9 6 1 2
Raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) 2 2 - -

Felidae 3 2 - 1
Gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus) 1 1 - -
Jaguatirica (Leopardus pardalis) 2 1 - 1

Mustelidade 2 1 1
Irara (Eira barbara) 1 - 1 -
Lontra (Lontra longicauidis) 1 - - 1

Procyonidae 7 1 6 -
Maéo-pelada (Procyon cancrivorus) 2 1 1 -
Quati (Nasua nasua) 5 - 5 -

CETARTIODACTYLA (Cervidae) 24
Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) 24 3 19 2

CINGULATA (Dasypodidae) 3 2 1 -
Tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) 2 1 1 -
Tatu-peba (Euphractus sexcinctus) 1 1 - -

DIDELPHIMORPHIA (Didelphidae) 70 18 43 9
Gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) 30 12 14 4
Gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita) 40 6 29 5

LAGOMORPHA (Leporidae) 5 2 2 1
Lebre (Leppus europaeus) 3 2 - 1
Tapeti (Sylvilagus brasiliensis) 2 - 2

PILOSA 18 4 14 -

Bradipodidae 17
Preguiga-comum (Bradypus variegatus) 17 4 13 -

Myrmecophagidae 1
Tamandu&-mirim (Tamandua tetradactyla) 1 - 1 -

PRIMATES 61 12 36 13

Cebidae 7
Saud (Callicebus personatus) 7 3 3 1

Continua

Ordem, Familia e Espécie N RMC AUJ URB

PRIMATES 46 21 14 11

Callithichidae 15 3 11 1
Sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) 14 3 10 1
Sagui-da-serra-escuro (Callithrix aurita) 1 - 1 -

Atelidae 39

22
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Bugio-ruivo (Alouatta guariba) 39 6 22 11
RODENTIA 40 15 20 5
Caviidae 8

Capivara (Hydrocherus hydrochaeris) 8 3 4 1
Echymidae 3

Ratdo-do-banhado (Myocastor coypus) 3 1 2 -
Erethizontidae 28

Ourigo-cacheiro (Sphiggurus villosus) 28 11 13 4
Sciuridae 1

Esquilo-serelepe (Sciurus aestuans) 1 - 1 -
TOTAL 267 77 149 41

"~ RMC: Regido Metropolitana de Campinas; AUJ: Aglomerado Urbano de Jundiai e URB: Unidade Regional

Bragantina.

3.4 CONTENC}AO E COLHEITA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foi realizada a contencdo fisica e/ou quimica de animais que chegaram de vida livre,
considerando a necessidade, a idade, a espécie e o tamanho do animal, sempre procurando
minimizar o estresse de contencdo. Os materiais utilizados na contencéo fisica foram: toalhas,
luvas de couro, pucas, gaiolas de prensa e caixas de transporte resistentes para abrigar o
animal enquanto estivam na clinica.

No caso da contencdo quimica, os farmacos utilizados foram: cloridrato de cetamina
(100 mg/mL), cloridrato de xilazina (20 mg/mL), midazolam (5 mg/mL) e isofluorano (1
mL/mL), utilizados de acordo com o protocolo especifico para cada espécie de mamiferos
silvestres (CUBAS, SILVA e CATAO-DIAS, 2014). Estes farmacos foram escolhidos por
apresentarem grande seguranca para animais silvestres e para a equipe, além dos animais
retornarem brevemente da inducéo anestésica.

Dardos em pistola pneumatica somente foram utilizados em casos de resgates
emergenciais de mamiferos de grande porte, como oncas, lobos ou capivaras. Os responsaveis
pelo manejo foram as médicas veterinarias da AMC.

Apos a realizagdo da contencdo fisico-quimica dos animais, foi realizada a colheita de
sangue das veias: jugular, cefalica ou safena. S foram colhidas amostras sanguineas de
animais que estavam hd no maximo sete dias fora da natureza. O sangue colhido foi

transferido para tubo esterilizado e centrifugado para a obtencdo do soro sanguineo.
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Os soros sanguineos foram estocados em microtubos de polipropileno, identificados
com o numero do animal, espécie e data da colheita e logo ap6s congelados a -80°C até a

realizacéo do sorodiagnostico para leptospirose.

3.5 PROCEDIMENTO LABORATORIAL

As andlises soroldgicas foram realizadas no Laboratorio de Zoonoses Bacterianas
(LZB) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS) da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo
(USP), Séo Paulo — SP.

Os soros sanguineos dos animais foram examinados por meio do Teste de Aglutinacdo
Microscopica (MAT) (COLE et al., 1973). Na triagem, os soros foram testados com uma
colecdo de 24 estirpes, mantidos e repicados semanalmente em meio Ellinghausen-Mc
Cullough-Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®) (ALVES et al., 1996), a 28°C:
Australis (Australis e Bratislava), Autumnalis (Autumnalis e Butembo), Batavia, Ballum,
Canicola, Celledoni, Cynopteri, Copenhageni, Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni e Icterohaemorrhagiae), Javanica, Panama, Pomona
(Pomona), Pyrogene, Sejroe (Harjo e Hardjobovis), Shermani e Tarassovi. Os antigenos
foram mantidos em meio liquido de EMJH modificado (LEVETT, 2001).

Inicialmente as amostras de soro foram diluidas em Solugdo Salina Tamponada (SST)
na propor¢do 1:50 (0,AmL de soro acrescentado 4,9 mL do diluente), misturada
separadamente com cada um dos 24 antigenos em microplacas de fundo chato de poliestireno
com 96 pocos e incubadas em temperatura ambiente por no minimo duas horas.
Posteriormente a leitura foi realizada em microscopio de campo escuro com aumento de 100x.
As amostras que apresentaram 50% ou mais de leptospiras aglutinadas foram consideradas
positivas. Para obter o titulo final, as amostras reagentes foram testadas novamente para o
antigeno reagente, em diluicGes seriadas na razdo de dois (1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e
1:1600). Posteriormente, para realizar o controle negativo foi utilizada a SST. Para todas as
amostras que apresentaram reacdo para mais de um sorovar, foi considerado como reagente
somente aquele que apresentou maior titulo, ou seja, o titulo do soro sera representado pela
reciproca da maior diluicdo que apresentara resultado positivo. Nos mamiferos selvagens, o

provavel sorovar infectante sera o que apresentara maior titulo.

3.5 ELABORACAO DO BANCO DE DADOS
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Os dados dos mamiferos silvestres foram compilados e inseridos em uma tabela criada
no programa Microsoft Excel com as seguintes informac@es: animal, espécie, registro geral na
instituicdo (RG), data de entrada, data de colheita de sangue, regido geografica, familia,
ordem, sexo, idade, resultado e sorovar. Esse banco de dados foi utilizado no estudo das areas
de ocorréncia dos animais soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. e ajudou a

identificar frequéncia relativa e absoluta.

4 RESULTADOS

Dentre os soros dos 267 animais silvestres analisados, 11 (4,1%) foram soropositivos
para anticorpos anti-Leptospira spp. (MAT>100).

As espécies que apresentaram resultados soropositivos foram: gamba-de-orelha-branca
(Didelphis albiventris, n=1), sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata, n=1), cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous, n=3), lobo-guard (Chrysocyon brachyurus, n=2), ourico-cacheiro
(Sphiggurus villosus, n=1), capivara (Hydrocherus hydrochaeris, n=1) e veado-catingueiro
(Mazama gouazoubira, n=2) (Figura 6).

As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados dos mamiferos soropositivos para as trés
regides geogréaficas estudadas. Dos 267 animais analisados, 77 animais foram procedentes da
RMC, 149 foram da AUJ e 41 da URB (Tabelas 3 e 4), abrangendo 24 municipios diferentes:
Aguas de Lindoia, Amparo, Atibaia, Braganca Paulista, Cabretiva, Campinas, Campo Limpo
Paulista, Indaiatuba, Itatiba, Itupeva, Jarind, Jundiai, Louveira, Mairipord, Mogi Guagcu,

Morungaba, Pedreira, Socorro, Sumaré, Tuiti, Valinhos, Vargem, Varzea Paulista e Vinhedo.
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Figura 6. Espécies de mamiferos silvestres soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. A: gamba-de-
orelha-branca (Didelphis albiventris); B: cachorro-do-mato (Cerdocyon thous); C: lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus); D: capivara (Hydrocherus hydrochaeris); E: sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata); F: ourico-
cacheiro (Sphiggurus villosus); G: veado-catingueiro (Mazama gouazoubira).

Fonte: Associa¢do Mata Ciliar (2018).
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Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa (%) dos mamiferos silvestres soropositivos para o diagnostico de
leptospirose na Regido Metropolitana de Campinas, Aglomerado Urbano de Jundiai e Unidade Regional
Bragantina, 2012-2019.

Ordem, Familia e Espécie N Pos. (%) RMC AUJ URB
CARNIVORA 46 5(10,9) 21 14 11
Canidae 34 5 (14,7) 18 7 9
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) 23 3(13,0) 10* 6* 7*
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) 9 2 (22,2) 6* 1* 2
Raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) 2 0 (0) 2 - -
Felidae 3 0 (0) 2 - 1
Gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus) 1 0 (0) 1 - -
Jaguatirica (Leopardus pardalis) 2 0 (0) 1 - 1
Mustelidade 2 0 (0) - 1 1
Irara (Eira barbara) 1 0(0) - 1 -
Lontra (Lontra longicauidis) 1 0(0) - - 1
Procyonidae 7 0 (0) 1 6 -
Mao-pelada (Procyon cancrivorus) 2 0 (0) 1 1 -
Quati (Nasua nasua) 5 0 (0) - 5 -
CETARTIODACTYLA (Cervidae) 24 2(8,3)
Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) 24 2 (8,3) 3 19 2*
CINGULATA (Dasypodidae) 3 0(0) 2 1 -
Tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) 2 0(0) 1 1 -
Tatu-peba (Euphractus sexcinctus) 1 0(0) 1 - -
DIDELPHIMORPHIA (Didelphidae) 70 1(1,4) 18 43 9
Gambé-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) 30 1(3,3) 12 14 4*
Gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita) 40 0 (0) 6 29 5
LAGOMORPHA (Leporidae) 5 0 (0) 2 2 1
Lebre (Leppus europaeus) 3 0(0) 2 - 1
Tapeti (Sylvilagus brasiliensis) 2 0(0) - 2 -
PILOSA 18 0 (0) 4 14 -
Bradipodidae 17 0 (0)
Preguiga-comum (Bradypus variegatus) 17 0 (0) 4 13 -
Myrmecophagidae 1 0 (0) - 1 -
Tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) 1 0 (0) - 1 -
PRIMATES 61 1(1,6) 12 36 13
Cebidae 7 0 (0) - - -
Saud (Callicebus personatus) 7 0 (0) 3 3 1

Continua




Ordem, Familia e Espécie N Pos. (%) RMC AUJ URB
PRIMATES 46 5(10,9) 21 14 11
Callithichidae 15 1 (6,6) 3 11 1

Sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) 14 1(7,1) 3 10* 1

Sagui-da-serra-escuro (Callithrix aurita) 1 0 (0) - 1 -
Atelidae 39 0 (0) - - -

Bugio-ruivo (Alouatta guariba) 39 0 (0) 6 22 11
RODENTIA 40 2(5) 15 20 5
Caviidae 8 1(12,5)

Capivara (Hydrocherus hydrochaeris) 8 1(12,5) 3* 4 1
Echymidae 3 0(0)

Ratdo-do-banhado (Myocastor coypus) 3 0(0) 1 2 -
Erethizontidae 28 1(3,6)

Ourigo-cacheiro (Sphiggurus villosus) 28 1(3,6) 11 13* 4
Sciuridae 1 0 (0)

Esquilo-serelepe (Sciurus aestuans) 1 0 (0) - 1 -
TOTAL 267 11(4,1) 77 149 41

28

N — Numero de mamiferos examinados; Pos. — Nimero de mamiferos soropositivos; AUJ — Aglomerado Urbano

de Jundiai; RMC — Regido Metropolitana de Campinas e URD — Unidade Regional Bragantina.

*Regido com presenca de mamifero soropositivo para anticorpos anti-Leptospira spp.
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Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa (%) dos mamiferos silvestres soropositivos para o diagndstico de
leptospirose na Regido Metropolitana de Campinas, Aglomerado Urbano de Jundiai e Unidade Regional

Bragantina, segundo municipios e espécies, 2012-2019.

Regido (Pos./N) Municipio (Pos./N) Espécies (Pos/N)
Aglomerado Urbano de Jundiai Jundiai (3/97, 3,1%)  Cachorro-do-mato Cerdocyon thous (1/4,
(5/149, 3,4%) 25%), lobo-guara Chrysocyon brachyurus (1/1,

100%) e veado-catingueiro Mazama
gouazoubira (1/15, 6,7%)

Louveira (2/23, 8,7%)  Ourigo-cacheiro Sphiggurus villosus (1/2,
50%) e sagui-de-tufo-preto Callithrix
penicillata (1/3, 33,3%)

Regido Metropolitana de Campinas Itatiba (2/28, 7,1%) Cachorro-do-mato Cerdocyon thous (1/4, 25%)

(377, 3,9%) e capivara Hydrochoerus hydrochaeris (1/2,
50%)
Pedreira (1/9, 11,1%)  Lobo-guara Chrysocyon brachyurus (1/2, 50%)
Unidade Regional Bragantina Atibaia (1/9, 11,1%) Cachorro-do-mato Cerdocyon thous (1/4, 25%)

(3/41, 7,3%)
Braganca Paulista Gamba-de-orelha-branca Didelphis albiventris
(2125, 8%) (1/4, 25%) e veado-catingueiro Mazama
gouazoubira (1/1, 100%)

Total (11/267, 4,1%)

Pos./N: Rela¢do do nimero de mamiferos soropositivos pelo nimero total de mamiferos examinados.

No geral, os sorvares reagentes foram: Serjoe (n=5), Autumnalis (n=4), Australis
(n=3), Canicola (n=2), Cynopteri (n=1), Shermani (n=2), Icterohaemorragiae (n=2), Panama
(n=2) e Pomona (n=1). Dos 11 animais, 7 (63,4%) foram soropositivos para apenas um
sorovar, 3 (27,3%) foram positivos para trés sorovar e apenas 1 (3,7%) cachorro-do-mato foi
positivo para seis sorovar.

Os mamiferos silvestres reagentes possuiram titulos que variaram de 100 até 1600,
com soropositividade para nove sorovares diferentes e foram procedentes de seis municipios.
Os mamiferos soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. da RMC foram procedentes
dos municipios de Itatiba e Pedreira, do AUJ de Jundiai e Louveira e da URB de Atibaia e
Braganca Paulista (Tabela 5).

Os sorovares mais prevalentes de Leptospira spp. de acordo com as espécies

analisadas foram: cachorro-do-mato (Pomona), lobo-guarad (Australis e Icterohaemorrhagiae),
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ouri¢o-cacheiro (Autumnalis), capivara (Panama), veado-catingueiro (Panama e Canicola),
gamba-de-orelha-branca (Sejroe) e sagui-de-tufo-preto (Autumnalis).
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Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa (%) de mamiferos silvestres soropositivos para diferentes sorovares de Leptospira spp. pelo Teste de Aglutinacdo Microscopica
(MAT), segundo taxonomia, regido e titulos de anticorpos. Regido Metropolitana de Campinas, Aglomerado Urbano de Jundiai e Unidade Regional Bragantina, 2012-2019.

Ordem, Familia e Espécie Regido Municipios Sorovares Titulos de Anticorpos
100 200 400 800 1600
CETARTIODACTYLA (Cervidae)
Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) Jundiai (AUJ) Jundiai Panama 1
Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) Bragantina (URD) Braganga Paulista Canicola 1
DIDELPHIMORPHIA (Didelphidae)
Gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) Bragantina (URD) Braganca Paulista Sejroe - 1 - - -
RODENTIA (Caviidae)
Capivara (Hydrocherus hydrochaeris) Campinas (RMC) Itatiba Panama 1 - - - -
RODENTIA (Erethizontidae)
Ourigo-cacheiro (Sphiggurus villosus) Jundiai (AUJ) Louveira Autumnalis 1
CARNIVORA (Canidae)
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) Campinas (RMC) Itatiba Sejroe - - - 1 -
Australis - - - 1 -
Serjoe - - - 1 -
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) Bragantina (URD) Atibaia Autumnalis 1 - - - -
Sejroe - - - - 1
Canicola - - - 1 -
Cynopteri - 1 - - -
Sejroe - - - - 1
Shermani 1 - - - -

Continua
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Ordem, Familia e Espécie Regido Municipios Sorovares Titulos
100 200 400 800 1600
CARNIVORA (Canidae)
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) Jundiai (AUJ) Jundiai Australis - 1 - - -
Autumnalis 1
Pomona 1
Lobo-guaré (Chrysocyon brachyurus) Jundiai (AUJ) Jundiai Australis 1
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) Campinas (RMC) Pedreira Icterohaemorrhagiae 1
Icterohaemorrhagiae 1
Shermani 1
PRIMATES (Callithichidae)
Sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) Jundiai (AUJ) Louveira Autumnalis 1
TOTAL - - 3 8 3 6 2

Legenda: AUJ — Aglomerado Urbano de Jundiai; RMC — Regido Metropolitana de Campinas e URD — Unidade Regional Bragantina.
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5 DISCUSSAO

De acordo com 0 nosso conhecimento, esta pesquisa representou o primeiro inquerito
soroldgico da leptospirose nestas trés regides geograficas do Estado de S&o Paulo: Regido
Metropolitana de Campinas, Aglomerado Urbano de Jundiai e na Unidade Regional
Bragantina.

Houve um numero consideravel de soros sanguineos de mamiferos silvestres
analisados e foi possivel observar uma ocorréncia de soropositivos para anticorpos anti-
Leptospira spp. nas trés regides estudadas de 4,1% (11) dos 267 animais. Este resultado
diferiu da maioria das pesquisas realizados com animais silvestres no Brasil, cuja
porcentagem de soropositivos variou de 16,1% a 83% (LENHARO, 2012; VIEIRA et al.,
2013; MIRANDA et al., 2014; SILVA, 2016; FORNAZARI et al., 2018; CUTOLO, 2019).

De acordo com os dados obtidos na ficha de cada individuo, a maior parte dos animais
analisados (n=266) eram oriundos de area urbana, e em caso de estarem na zona rural,
estavam proximos de residéncias, pois geralmente foram resgatados pelos funcionarios dos
Orgdos Ambientais depois de solicitacdo de municipes. Do total, somente um mamifero
(bicho-preguica) estava em éarea de floresta e Mata Atlantica.

Nas espécies estudadas, os sorovares encontrados foram: Sejroe, Panama, Australis,
Autumnalis, Canicola, Cynopteri, Shermani, Pomona e Icterohaemorrhagiae, sendo que
algumas amostras apresentaram rea¢do para mais de um sorovar. Os sorovares mais
prevalentes de acordo com as espécies analisadas foram: capivara (Panama), cachorro-do-
mato  (Pomona), gambé&-de-orelha-branca  (Sejroe),  lobo-guard  (Australis e
Icterohaemorrhagiae), ourico-cacheiro (Autumnalis), sagui-de-tufo-preto (Autumnalis) e
veado-catingueiro (Panama e Canicola).

Entre os animais analisados, sete apresentaram aglutinacdo para apenas um sorovar, e
foi possivel observar as seguintes combinacBes entre animais que apresentaram
coaglutinacdo: cachorro-do-mato nimero 1 (Serjoe e Australis), cachorro-do-mato nimero 2
(Autumnalis, Serjoe, Canicola e Shermani) e cachorro-do-mato ndmero 3 (Australis,
Autumalis e Pomona) e lobo-guara nimero 2 (Icterohaemorragiae e Shermani). Os casos de
coaglutinacdo podem ser explicados devido a exposi¢cdo a mais de um sorovar, a diversidade
de reservatorios e ambientes aos quais 0s animais se expdem (BARWICK, 1998).

Os titulos variaram entre 100 e 1600, conforme mostra a Tabela 5, sendo que apenas
um animal (cachorro-do-mato) apresentou dois titulos 1600 para o sorovar Sejroe; um deles

Serjoe variante sorologica Serjoe e o0 outro Sejroe variante soroldgica Hardjobovis. Titulos
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com valores baixos podem indicar o inicio ou a fase cronica da doenca, ou até mesmo podem
estar relacionados com o fato de aquele animal ser o hospedeiro priméario (LEVETT, 2001),
desse modo, 0 mesmo autor recomendou obter mais de uma amostra sanguinea com intervalos
de uma semana, pois as aglutininas sdo detectaveis na circulacdo sanguinea a partir do sétimo
dia da doenga, atingindo nivel maximo em 21 dias. Em animais silvestres, temos a dificuldade
do estresse excessivo do animal, e de muitas vezes ter que anestesiar para colheita de sangue,
ndo sendo viadvel a presente pesquisa manter o animal internado por mais tempo para obter
outras amostras de sangue.

Foram detectados nove sorovares responsaveis pela infeccdo pela Leptospira spp. dos
mamiferos das trés areas de estudo, o que demonstrou que dentre os 11 animais analisados,
houve uma grande sorovariedade. O sorovar Sejroe foi observado cinco vezes em duas
diferentes espécies: gamba-de-orelha-branca e cachorro-do-mato. No estudo de Cutolo (2019)
realizado em Monte Mor — SP, municipio da RMC, também néo foi encontrado um gambaé-
de-orelha-branca com esse sorovar. J& na pesquisa realizada por Fornazari et al. (2018)
realizada em Botucatu - SP, o sorovar Sejroe foi encontrado em quati (Nasua nasua) e
tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla). Em pesquisa realizada em animais silvestres e
domeésticos no Pantanal/MS, foi detectado sorovar Sejroe em bufalos criados para producéo,
mas nenhum em animal silvestre (VIEIRA et al., 2013).

Considerando faixa etéria dos mamiferos examinados, obteve-se o resultado dos 11
individuos (100%) soropositivos, todos adultos. Com relacdo ao sexo, cinco fémeas foram
soropositivas (dois lobos-guaras, dois cachorros-do-mato e um gamba-de-orelha-branca) e os
demais animais (n=6), eram de sexo desconhecido, pela auséncia de informagdes na ficha do
cadastro na instituicéo.

Quanto a época do ano, dentre os 11 mamiferos soropositivos eles foram
encaminhados a AMC em janeiro (n=4), fevereiro (n=1), marco (n=1), abril (n=2), maio
(n=1), junho (n=1) e em setembro (n=1), totalizando oito individuos no periodo chuvoso
(novembro a abril) e trés no periodo seco (maio a outubro). Na maior parte dos casos, a
ocorréncia de enchentes é considerada um fator de risco para a leptospirose animal e humana,
pois durante as épocas chuvosas ocorre maior facilidade de disseminacdo do agente,
eliminado pela urina de roedores e outros reservatérios (BRASIL, 2018).

Dos 70 gambés-de-orelhas-brancas e gambas-de-orelhas-pretas analisados, apenas um
estava infectado (1,4%), divergindo dos achados verificados por Fornazari et al. (2018) e
Bertola (2006), que encontraram 16% (16/195) e 15% (33/220), respectivamente dos animais
positivos. Na pesquisa de Cutolo (2019) foi observada uma presenca de gamba-de-orelha-
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branca reagentes de 35,9% (14/39). O sorovar encontrado na presente pesquisa foi Sejroe e
acredita-se ser primeira descrigdo na espécie Didelphis albiventris (gamba-de-orelha-branca).
Os gambaés estdo presentes abundantemente em regides tropicais, tanto nas florestas quanto
em zona urbana, pois sdo extremamente adaptaveis em diferentes habitats (SANCHES, 2012).

O sorovar Australis foi encontrado em dois dos trés cachorros-do-mato avaliados,
sendo que os animais foram provenientes de regides distintas, assim como nos estudos de
Silva et al. (2015) e Fornazari et al. (2018). Cynopteri e Shermani também foram encontrados
em cachorros-do mato, diferindo da pesquisa de Cutolo 2019, na qual foi observado apenas
em gamba-de-orelha-branca e ratdo-do-banhado.

O sorovar Panama foi encontrado em dois herbivoros, capivara (procedente da RMC)
e veado-catingueiro (procedente do AUJ), dados ndo encontrados em outros animais de vida
livre no Brasil. Em pesquisa realizada no Pantanal do Mato Grosso do Sul foi encontrado
apenas um cachorro-do-mato (SILVA, 2016). J& na pesquisa realizada por Lenharo et al.
(2012), onde foram investigados animais silvestres de cativeiro (n=72), foi encontrado o
sorovar Panama na mesma espécie de canideo.

Os sorovares Autumnalis e Panama foram identificados em cachorro-do-mato, sagui-
de-tufo-preto e ouri¢o-cacheiro, em outros estudos como de Consorte-McCrea e Santos
(2014) em carnivoros do Pantanal, mas nenhum estudo verificou infeccdo em primatas.
Estudos com primatas de vida livre mostraram que a baixa ocorréncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. na natureza. Isto deve estar associado aos habitos arboricolas dos primatas
neotropicais, 0 que reduz a exposicdo a agentes contaminantes no solo e contato com roedores
infectados (REID, 1993).

Os sorovares Canicola, Pomona e Panama foram identificados em: cachorro-do-mato
(Canicola e Pomona), veado-catingueiro (Canicola e Panama) e capivara (Panama), diferente
do que mostrou no estudo de Silva et al. (2015), onde foram detectados 19 cervideos
infectados por Pomona e nenhum por Canicola. J& no trabalho de Cutolo (2019), foi
observado o sorovar Canicola em capivara. Foi identificado no lobo-guard, o sorovar
Icterohaemorrhagiae, também encontrado na pesquisa realizada em canideos do Cerrado, por
Rodrigues et al. (2012). Neste estudo em nenhuma amostra dos 40 canideos silvestres, foi
encontrado o sorovar Australis, diferente do lobo-guara proveniente da cidade de Jundiai —
SP, que apresentou reatividade para este sorovar. Acredita-se que o0 sorovar Australis
encontrado na presente pesquisa, € a primeira descrigdo na espécie Chrysocyon brachyurus

(lobo-guara). Outro fato que chamou bastante atengdo é que neste caso o animal foi resgatado
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na zona urbana, diferindo dos animais de outras pesquisas, que foram capturados em &rea de
mata (RODRIGUES et al. 2012; FORNAZARI et al., 2018).

Roedores silvestres sdo considerados reservatorios do sorovar Icterohaemorrhagiae
(SANTA ROSA, 1975) e estes animais fazem parte de 65% da alimentacdo do lobo-guara
(MOTA-JUNIOR, 1996). Novas investigac0es devem ser realizadas para verificar esta
relagdo na exposicdo do agente neste canideo silvestre, pois foi encontrado este sorovar em
um lobo-guarda do municipio do Pedreira (RMC). De todas as espécies soropositivas para
infeccdo por Leptospira spp., 0 lobo-guara é a Unica que esta classificada na Lista Vermelha
como quase ameagada de extingcdo (PAULA, 2015), devendo receber grande atencdo quando
se trata do tema conservacdo e salde.

Outro aspecto relevante ¢ que carnivoros podem agir como ‘“bioacumuladores” de
exposicdo a patogenos, visto que, por ocuparem o topo da rede trofica, o consumo de
hospedeiros infectados resulta em altas taxas de infeccdo (JORGE, 2010). O cdo doméstico
tem papel importante na transmisséo da leptospirose ao homem, por manter a leptospira por
longo periodo nos rins, podendo elimina-la na urina sem apresentar sinais clinicos ou apos
obter a melhora clinica. Esse fato se torna mais agravante devido aos habitos domeésticos de
sua estreita relagdo com os humanos (BATISTA, 2004; MELLO, 2007). No entanto, o real
papel dos carnivoros silvestres no ciclo da leptospirose e o impacto desta nas populacGes de
vida livre ainda sdo desconhecidos (JORGE, 2010).

Em comparacdo com a perda de hébitats, caca e poluicdo, a ocorréncia de doencas
pode parecer um problema menor para conservacdo de espécies silvestres (JORGE, 2010). A
ocorréncia de patdgenos pode afetar a abundancia e distribuicdo de animais e nas ultimas
décadas o impacto das doencas nas populacdes de espécies silvestres de vida livre tem
chamado a atencdo de conservacionistas. As mudancas ecologicas, incluindo expansdo das
atividades humanas, crescimento agropecudrios, fragmentacdo de habitats, poluicdo, entre
outros, permitem o aumento do contato entre espécies de patdgenos e novas populacGes de
hospedeiros (CLEAVELAND, 2000).

Além disso, a transmissdo de doencas entre animais domésticos e silvestres € ainda
mais preocupante se estes estdo em ambientes fragmentados, o que hoje em dia é uma
situacdo bastante comum para grande parte dos animais silvestres brasileiros.

Diante destes fatores, devem ser realizadas mais pesquisas, com maior nimero de
animais silvestres de cada espécie, a fim de enriquecer os resultados. Torna-se fundamental
realizar a colheita de sangue de todos os mamiferos atendidos nos Centros de Triagens de

Animais Silvestres e nos Centros de Reabilitacdo de Animais Silvestres, pois dessa forma,
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ndo apenas a leptospirose, mas diversas doencgas podem ser diagnosticadas e estudadas,
ajudando assim a entender toda a cadeia epidemioldgica de diversas enfermidades. Nesta
Otica, pode-se utilizar a abordagem da Satde Unica na juncdo de atividades de prevencéo e

controle da leptospirose relacionadas as satdes humana, animal e do meio ambiente.

6 CONCLUSAO

Esta pesquisa representou o primeiro inquérito sorolégico da leptospirose nestas trés
regides geogréficas do Estado de S&o Paulo. Foi importante para saber que existe o risco de
contaminacdo, sendo assim de grande importancia para satde publica.

As regides estudadas apresentaram uma prevaléncia geral de 4,1% de animais
soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp. Acredita-se ser a primeira descricdo do
sorovar Sejroe na espécie gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) e o sorovar
Australis na espécie de logo-guara (Chrysocyon brachyurus).

O estudo sobre a presenca de patdgenos em animais silvestres é essencial para
implementacdo de programas de controle e erradicacdo de doencas para o desenvolvimento de

politicas de satde publica e animal e de manejo e conservacao de espécies silvestres.
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APENDICES

Quadro 1. Teste de Aglutinagdo Microscépica aplicada a leptospirose em mamiferos silvestres segundo o
ntmero de identificacdo do animal e o cddigo da identificagdo do sorovar reator.

N° Animal 1-A 2 2-A | 2-B 5 7 10-A | 10-B 12 13-A | 15-A | 15-C 16
Sorovar mais
prevalente

64 (Gamba-de— | NR | 200 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
orelha-branca)
Sejroe

206 Sagui-de- NR NR NR 200 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
tufo-preto)
Autumnalis

212 (Cachorro- | NR 800 NR NR NR NR NR NR NR NR 800 800 NR
do-mato 1) -

215 (Lobo- 800 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
guara) —
Australis e

230 (Cachorro- | NR 1600 | 100 | NR 800 | 200 | NR NR NR NR NR 1600 | 100
do-mato 2) -

232 (Ourigo- NR NR NR 200 | NR NR NR NR NR NR NR NR NR
cacheiro) -
Autumnalis

240 (Lobo- NR NR NR NR NR NR 200 400 NR NR NR NR 200
guara)
Icterohaemorrha
giae

241 (Capivara) - | NR NR NR NR NR NR NR NR 400 NR NR NR NR
Panama

250 (Veado- NR NR NR NR NR NR NR NR 100 NR NR NR NR
catingueiro) —
Panama

251 (Veado- NR NR NR NR 400 NR NR NR NR NR NR NR NR
catingueiro)

Canicola
254 Cachorro- | 200 NR 400 NR NR NR NR NR NR 800 NR NR NR
do-mato 3) —
Pomona
Total (01) | (01) | (00) | (02) | (01) | (0O) | (0O) | (01) | (02) | (01) | (0O) | (0O) | (0O)

Proporcéo de reatores = 11/267 (4,1%), sendo:

e Gamba-de-orelha- branca = Sejroe; Sagui-de-tufo-preto = Autumnalis; Cachorro-do-mato= Pomona;
Ourigo-cacheiro= Autumnalis; Lobo-guard: Australis e Icterohaemorrhagiae; Capivara = Panama;
Veado= Panama e Canicola

¢ NR: Animal ndo reagente;

e Sorovares e Variantes soroldgicas: 1-A= Australis (Australis); 2= Sejroe (Guaicura); 2-A= Autumnalis
(Autumnalis); 2-B=Autumnalis (Butembo); 5= Canicola (Canicola); 7= Cynopteri (Cynopteri); 10-A=
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni); 10-B=Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae); 12= Panama
(Panama); 13-A= Pomona (Pomona); 15-A= Sejroe (Harjo); 15-C= Sejroe (Hardjobovis); 16=
Shermani (Shermani)

[ ] Titulo mais altos entre os reatores;
[ ] N&o houve titulo dominante
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Quadro 2. Sorovares utilizados no Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT) — 2019. Laboratério de Zoonoses
Bacterianas (LZB) Doencas Parasitarias (LDP) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP).

CODIGO | SOROVARES VARIANTE CODIGO SOROVAR VARIANTE
SOROLOGICA SOROLOGICA
1-A Australis Australis 10-A Icterohaemorrhagiae Copenhageni
1-B Auwustralis Bratislava 10-B Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
2 Sejroe Guaicura 11 Javanica Javanica
2-A Autumnalis Autumnalis 12 Panama Panama
2-B Autumnalis Butembo 13-A Pomona Pomona
3 Ballum Castellonis 14 Pyrogene Pyrogenes
4 Batavia Bataviae 15-A Sejroe Hardjo (Hardjoprajitno)
5 Canicola Canicola 15-C Sejroe Hardjobovis
6 Celledoni Whitcombi 16 Shermani Shermani
7 Cynopteri Cynopteri 17 Tarassovi Tarassovi
9 Grippotyphosa Grippotyphosa 36 Pomona Pomona
8 Hebdomadis Hebdomadis ST Djasiman Sentot




