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Um dia

Um dia, gastos, voltaremos
A viver livres como os animais
E mesmo tdo cansados floriremos

Irmaos vivos do mar e dos pinhais.

O vento levara os mil cansagos
Dos gestos agitados irreais
E ha-de voltar aos nosso membros lassos

A leve rapidez dos animais.

S6 entdo poderemos caminhar
Através do mistério que se embala
No verde dos pinhais na voz do mar

E em nos germinara a sua fala.

Sophia de Mello Breyner
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RESUMO

O peixe-boi marinho (7richechus manatus) ¢ uma das espécies de mamiferos aquaticos mais
ameagadas de extingdo no Brasil, tendo o resgate e a reabilitagdo em cativeiro como
importantes ferramentas para a conservagao da espécie. O Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Mamiferos Aquaticos (CMA/ICMBio) ¢ responsavel pela reabilitacdo e
soltura destes animais. A institui¢do utilizou trés cativeiros para o manejo da espécie, sendo
um para reabilitacdo e dois localizados em ambiente natural que sdo utilizados para a
readaptacdo antes da reintrodug@o. Neste estudo objetivou-se realizar a pesquisa de patdgenos
selecionados e realizar a andlise de sobrevida em peixe-boi marinho em cativeiro do Brasil.
Para isso entre 2003 e 2013 foram colhidas amostras de soros sanguineos, fezes, swab anal,
genital, oral, nasal e de abscessos para e no periodo de 1987 a 2013 foi calculada a andlise de
sobrevida para permanéncia dos animais, mortalidade e prevaléncia. Dentre os animais
pesquisados, verificou-se como resultados: a presenca de rotavirus em 55% (10/18); presenca
de enterobactérias em 66,7% (20/30) com predominincia da Escherichia coli; entre as quais
foram identificadas E. coli patogénicas em 11 amostras de 16 examinadas; nos testes de
sensibilidade antimicrobiana realizados 67,4% (426/632) foram resistentes pelo menos a um
antibiotico; anticorpos anti-Leptospira spp. foram encontrados em 9,2% (2/54) dos animais e
0os sorovares mais prevalentes foram Australis, Autumnalis, Bataviae, Brastislava e
Icterohaemorrhagiae; anticorpos anti-Brucella abortus foram encontrados em seis (10,4%) de
58 animais analisados no exame de triagem pelo teste do Antigeno Acidificado e todos foram
negativos no exame confirmatério pelo Teste de Fixacdo de Complemento; anticorpos anti-
Toxoplasma gondii foram encontrados em 10,9% (6/55) dos animais; ndo houve isolamento
de Samonella spp. e coronavirus; a analise de sobrevivéncia indicou uma maior tendéncia a
morte de filhotes e animais jovens até quatro anos de idade e que a reintroducdo dos animais
ocorreram até oito anos. Verificou-se o sucesso das atividades de reabilitagao e a importancia
para a conservagao do peixe-boi marinho, entretanto a deteccdo dos agentes selecionados
demonstrou a necessidade de implementacdo das medidas de biosseguranga e controle da
satde dos animais. Esta ¢ a primeira descri¢cdo da presencga de rotavirus, da soroprevaléncia de
anticorpos anti-L. interrogans ¢ anti-1. gondii, da diferenciacdo das E. coli e da analise de

sobrevida para peixe-boi marinho em cativeiro no Brasil.

Palavras-chaves: Sirenia, Medicina da Conservacao, soroprevaléncia, analise de sobrevida.



ABSTRACT

The manatee (7richechus manatus) is one of the most endangered Brazilian aquatic mammal
species. The rescue and rehabilitation in captivity are important tools for the wildlife
conservation. The National Center for Research and Conservation of Aquatic Mammals
(CMA) is responsible for the rehabilitation and release of these animals. In Brazil, there are
three different kinds of manatee captivities, one for rehabilitation and two locates are
environmental captivities for animal adaptation in the nature before to release. The present
work had the porpoise to analyze the select pathogens and the survival captive manatee in
Brazil. From 2003 to 2013 were collected manatee’s biological samples, such as serum, feces
and rectal, nostrils, oral, nasal and genital swabs.. The animal captive in CRAS/PE during
1987 unitl 2013 was analyzed survival, mortality and prevalence. In animals researched we
verified the presence of rotavirus in 55% (10/18), enterobactericeae in 66,7% (20/30) with
predominance enteropathogenic Escherichia coli in 11 samples of 16 examined. The
antibiotical resistance test 67,4% (426/632) was resistance in one or more antibiotic. We
found antibodies Leptospira spp. in 9.2% (5/54) and the most prevalent serovars were
Australis, Autumnalis, Bataviae, Brastislava e Icterohaemorrhagiae, Antibodies Brucella
abortus with the agglutination test in 10,4% (6/58) however all animals was negative in
Complement fixation test being all animals was negative. Antibodies Toxoplasma gondii in
10,9% (6/54). Samonella spp. and rotavirus were not isolated. Survival analysis indicated a
higher tendency to cause the death of calves and younger animal to four years old and the
release of the animals to eight years. We confirmed the success of rehabilitation activities and
the importance for the manatee conservation, however the positives for the selected agents
demonstrated the need to adopt biosecurity measures and health control of the animals. This is
the first repot about rotavirus, seroprevalence of toxoplasmosis, leptospirosis and brucellosis,
the enteropathogenic Escherichia coli and the survival analyses in captive Antillean manatee
in Brazil.

Key-word: Sirenia, conservation medicine, survival analysis.
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1 INTRODUCAO

Os mamiferos que vivem exclusivamente ou em grande parte do ciclo de vida na
agua, independentemente da presenga ou auséncia de salinidade e que realizam atividades
como reproducao e alimentagcdo nesse ambiente sao denominados mamiferos aquaticos. Os
animais que apresentam estas caracteristicas sao de trés grupos principais: pinipedes, cetaceos
e sirénios (HANKE e DEHNHARDT, 2013). Nestes grupos existem caracteristicas
morfologicas, bioldgicas e ecologicas que os diferem entre si, possuindo em comum somente
os habitos aquaticos e com isso a suscetibilidade a agentes patogénicos presentes no meio em
que vivem (DIERAUF e GULLAND, 2001).

A Ordem Sirenia esta entre as mais ameacadas de extin¢cdo ¢ ¢ dividida em duas
familias: Dugongidae e Trichechidade, com quatro espécies ainda viventes: dugongo (Dugong
dugon MULLER, 1776), peixe-boi africano (Trichechus senegalensis), peixe-boi amazdnico
(Trichechus inunguis Natterer, 1883) e o peixe-boi marinho (7richechus manatus Linnaeus,
1758), este subdividido em duas subespécies, peixe-boi marinho das Antilhas (Trichechus
manatus manatus Linnaeus, 1758) e peixe-boi da Florida (Trichechus manatus latirostris
Harlan, 1824) (REEP e BONDE, 2006). No Brasil, ocorrem duas destas espécies, o peixe-boi
amazonico e o peixe-boi marinho (LUNA, 2013).

A Medicina da Conservacdo vem crescendo nos ultimos anos e para que tenha
efetividade baseia-se na triade que compdem a saude ecologica: saude dos ecossistemas,
saide animal e saide humana (MANGINI e SILVA, 2007). Os animais selvagens cativos
apresentam grande convivio com o ser humano e por esta razdo sdo suscetiveis a patogenos
que ndo sdo encontrados quando em ambiente natural (CUBAS, SILVA e CATAO-DIAS,
2007). A relagdo entre os profissionais que lidam diretamente com estes animais possui como
um dos pontos estratégicos o estabelecimento de um adequado manejo e a promogao da satde
animal. Neste enfoque, a investigacdo com base na epidemiologia das doengas em espécies
selvagens em cativeiro e o possivel impacto de agentes etiologicos tornam-se importantes
para a satide (CATAO-DIAS, 2008).

O Protocolo de Reintroducdo de Peixe-Boi Marinho (LIMA et al., 2007) considera
como critérios de soltura dos animais a idade, aceitagdo a dieta natural e o prontuario médico

veterinario, no qual deve constar o resultado negativo para determinadas doengas e patdgenos,
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entre eles, toxoplasmose, leptospirose, brucelose, doengas virais e enterobactérias. No
entanto, até o presente momento ndo se tem conhecimento do carater epidemioldgico destas
doengas para os peixes-bois marinhos cativos do Brasil.

A investigacdo epidemiologica destas doencas e dos patdogenos que acometem o0s
peixes-bois marinhos em cativeiro pode gerar dados essenciais para o planejamento de
medidas preventivas e adequar o protocolo de biosseguranca e de conduta médico veterinaria
de acordo com as principais prevaléncias e incidéncias. Além disso, estas investigagdes
podem direcionar as acdes da equipe médica veterinaria para procedimentos preventivos, sem
que tais medidas interfiram no comportamento, na saude ou resisténcia do animal a
determinadas doengas ou patdgenos, inclusive aumentando a sua longevidade (DIERAUF e
GULLAND, 2001; CATAO-DIAS, 2008).

Apesar do status preocupante na conservacao das espécies de peixes-bois, os dados
referentes aos sirénios, em especial a biologia e satide do peixe-boi marinho no Brasil ainda
sdo escassos (LUNA e PASSAVANTE, 2010), limitando-se a pesquisas e relatos sobre
bactérias do trato respiratério superior (VERGARA-PARENTE et al., 2003a.), um caso fatal
de salmonelose (VERGARA-PARENTE et al., 2003b), infec¢do por Cryptosporidium spp.
(BORGES et al., 2009) e em trabalhos de revisdo sobre a criptosporidiose (BORGES, ALVES
e FAUSTINO, 2007) e sobre doencas em geral (ROSAS e PIMENTEL, 2003;
D’FFONSECA-NETO ¢ VERGARA-PARENTE, 2007).

Desta forma, investigacdes epidemiologicas de patdgenos e de zoonoses como a
toxoplasmose, leptospirose, brucelose, salmonelose, colibacilose e rotaviroses tornam-se de
extrema importancia de serem realizadas, uma vez que o conhecimento atual sobre a espécie €
baseado principalmente em estudos realizados com o peixe-boi marinho da Flérida.

Além disso, o elevado nimero de exemplares de peixes-bois marinhos existentes em
cativeiro no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos, do
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (CMA/ICMBio) localizado na Ilha
de Itamaracda, PE, pode proporcionar a investigagdo do perfil sanitario das infec¢des e doengas
comuns a espécie e auxiliar na melhoria das agdes de manejo e de biosseguranga, com vistas a

conservagdo da espécie.
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1.1 OBJETIVOS

GERAL

a) Realizar a investigacdo epidemiolodgica de patogenos selecionados e determinar a
soroprevaléncia de toxoplasmose, leptospirose e brucelose em peixes-boi marinhos

(Trichechus manatus) mantidos em cativeiro no Brasil.

ESPECIFICOS

a) Realizar o isolamento e a identificacdo de enterobactérias, rotavirus e coronavirus.

b) Testar a resisténcia antimicrobiana das enterobactérias isoladas.

c) Detectar os patétipos e agrupamento filogenético de Escherichia coli nas amostras
isoladas.

d) Determinar a ocorréncia de anticorpos anti-7oxoplasma gondii, anti-Leptospira spp. €
anti-Brucella spp.

e) Verificar a funcdo de sobrevida dos peixes-bois marinhos relacionados a mortalidade e
a permanéncia no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos
Aquaticos, do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade

(CMA/ICMBIo0), Ilha de Itamaraca, PE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TAXONOMIA E DISTRIBUICAO GEOGRAGICA DE SIRENIOS

A Ordem Sirenia (ILLIGER, 1811) teve sua origem no Paleoceno, na regidao da
Jamaica, onde provavelmente ocorreu a divisdo a partir de um animal identificado como
Pezosiren portelli (UHEN, 2007). No entanto, esta espécie vivia entre o ambiente terrestre e
aquatico e, com a evolugdo passou a viver somente no meio aquatico (REEP e BONDE,
2006). Na Ordem Sirenia existe cinco espécies divididas em duas familias: Dugongidade e
Trichechidae (Figura 1). A familia Dugongidae possuia duas espécies, sendo uma ja extinta, a
vaca-marinha de Steller (Hydrodamalis gigas ZIMMERMAN, 1780), restando o dugongo
(Dugong dugon MULLER, 1776). A familia Trichechidae possui trés espécies: peixe-boi da
Africa (Trichechus senegalensis Link, 1795), peixe-boi amazonico (Trichechus inunguis
Natterer, 1883) e peixe-boi marinho (7richechus manatus Linnaeus, 1758). Esta ultima
espécie marinha apresenta duas subespécies: peixe-boi das Antilhas (7richechus manatus
manatus Linnaeus, 1758) e peixe-boi da Florida (Trichechus manatus latirostris Harlan,
1824) (D’FFONSECA NETO ¢ VERGARA-PARENTE, 2007)

O Brasil possui duas espécies de peixes-bois, sendo o peixe-boi marinho com a
distribuicdo geografica desde o nordeste do Brasil até a América Central (LUNA, 2013) e
com pontos de descontinuidade em toda a drea de distribuicdo (LUNA et al., 2012) (Figura 2)
e o peixe-boi amazdnico que ocorre na bacia amazonica. Na regido da Ilha de Marajo ha
relato da presenga de animais hibridos de ambas as espécies, no entanto os estudos genéticos
em relacdo a este assunto ainda sdo escassos, sendo necessdrias maiores analises (LUNA,

2013).
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West Indian Manatee
Trichechus manatus

A

Steller's Sea Cow
Hydrodamalis gigas

o

—

Figura 1: Cinco espécies de sirénios com as respectivas proporcionalidades de tamanho. No sentido canto
superior esquerdo ao inferior, o Peixe-boi amazonico, Peixe-boi marinho da Florida, Peixe-boi africano, o
Dugongo e a Vaca marinha de Steller.

Fonte: National Marine Educators Association (1989).

Estes animais sdo mundialmente conhecidos como manatee ou manati (REEP e
BONDE, 2006). No Brasil o seu nome popular ¢ “peixe-boi”, possuindo nomes indigenas
como Guaragua ou Guarabd em tupi yuaraud (FERREIRA, 1986) e Igarakué em Tupi-

guarani.
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Figura 2: Mapa da area de ocorréncia de sirénios no Brasil, evidenciando a distribui¢ao (histérica e atual) e os locais
de soltura da espécie marinha.

Fonte: Luna (2013).

2.2 CONSERVACAO DE SIRENIOS

As causas para a diminuicdo populacional dos sirénios sdo variadas para cada
espécie, assim como entre as areas de ocorréncia. A vaca-marinha de Steller, por exemplo,
ocorria na regido do Alasca e Russia e apenas 27 anos apds sua descoberta a espécie foi
extinta devido as agdes antropicas como a caca indiscriminada (REEP e BONDE, 2006).
Assim como a vaca marinha, as espécies brasileiras também sofreram grande exploracdo de
caca no passado, sendo que hoje isto persiste ainda para a espécie amazonica (ROSE, 2008).
Entretanto, se a caga vem deixando de ser o grande algoz da espécie marinha, outras causas
em sua grande maioria em decorréncia das atividades humanas (BEST, 1984; BECK e

BARROS, 1991), levou o peixe-boi marinho a constar como vulneravel a extingdo, na lista
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vermelha das espécies ameacadas, da International Union for Conservation of Nature (IUCN)
(CHIARELLO et al., 2008; IUCN, 2013).

Estas interferéncias antropogénicas vém levando a um crescente nimero de encalhes
(PARENTE, PARENTE e LIMA, 2004; GERACI e LOUNSBURY, 2005) relacionados
muitas vezes a perda do habitat devido a degradagdo ambiental ou ingestao de lixo (SILVA e
MARMONTEL, 2009). O aumento do nimero de embarcacdes leva também a um maior risco
de ferimentos (BORGES, VERGARA-PARENTE e ALVITE 2007), além de afastar a espécie
da area de uso normal. Estes fatores somados e a continua modificacdao da costa, seja ela de
origem fisica, acustica, visual ou quimica, contribuem, nos dias atuais, para aumentar os
riscos para a sobrevivéncia da espécie nas areas costeiras (BAUER et al., 2003; BAUER et
al., 2008).

Entre as causas naturais que levaram os sirénios a ameaga de extingdo estdo a lenta
reproducao da espécie, seu comportamento docil, que permite a aproximacao de seres
humanos, e a suscetibilidade a serem acometidos por doengas infecciosas (BOSSART et al.,
2002; RECTOR et al., 2004; REEP e BONDE, 2006; BOSSART, 2007).

Apesar do incremento de pesquisas com peixe-boi nos ultimos anos, ainda sdo
escassas as informagdes quanto a ecologia, satide e biologia da espécie (IUCN, 2013). No
Brasil, o Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de Mamiferos Aquaticos, do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (CMA/ICMBIio) ¢ o centro de pesquisa
responsavel pela conserva¢do da espécie e possui conhecimento e exceléncia no manejo de
peixe-boi em cativeiro. De acordo com a Portaria do ICMBio N. 78, de 3 de setembro de
2009, os objetivos deste centro sdo realizar pesquisas cientificas e agdes de manejo para
conservagdo e recuperacdo de espécies ameagadas de mamiferos aquaticos, assim como atuar
na conservacdo de espécies migratorias, na conservagdo da biodiversidade dos ecossistemas
recifais, estuarinos e de manguezais, e auxiliar no manejo das Unidades de Conservagao

federais marinhas, costeiras e da bacia Amazonica.
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2.3 MANEJO E REABILITACAO DE PEIXE-BOI MARINHO (Trichechus manatus,
Linnaeus, 1758)

O manejo e reabilitagdo de animais silvestres ameacados de extingdo ¢ uma
importante ferramenta na conservagao destas espécies, num processo que antecede a soltura
destes espécimes em ambiente natural. No entanto, a passagem destes animais em cativeiro se
torna risco potencial de transmissdao de doengas e patdégenos em diferentes cenarios, desde a
transmissao intraespecifica entre animais que passaram € que ndo passaram por cativeiro,
quanto a transmissdo interespecifica (CATAO-DIAS, 2003). A manutencio destes animais
com o pressuposto de reintroducdo cria quatro possiveis cenarios de transmissao de doengas:
transmissao de doencgas dos animais reintroduzidos para os nativos, introdugdo de novos
agentes patogénicos dos animais recém chegados no cativeiro, transmissdao de doengas dos
animais silvestres aos domésticos e dos animais domésticos aos silvestres (CATAO-DIAS,
2008).

Os animais silvestres, em geral, podem mascarar sinais clinicos e por isso se torna
fundamental a padronizacdo e realizacdo de exames antes das reintrodugdes a natureza
(MARVULO, 2007).

De acordo com protocolos nacionais e internacionais o peixe-boi antes de ser
reintroduzido necessita se submeter a uma avaliagdo médica veterinaria que inclui andlise de
parametros como a idade do resgate, tempo de cativeiro, sexo e realizagdo de exames clinicos
minuciosos, entre eles hemograma completo, exames sorologicos para toxoplasmose,
brucelose e neosporose e andlises bacteriolégicas de amostras de swab retal e nasal (REEP e
BONDE, 2006; LIMA, ALVITE e VERGARA-PARENTE, 2007). Estes diagndsticos tém o
objetivo de evitar a introdug¢do de patégenos em individuos que, em condigdes normais na
natureza nunca teriam contato, fato que poderia gerar problemas para a conservagdo de
qualquer espécie de animal silvestre (PRIMACK e RODRIGUES, 2001). Por outro lado, os
animais selvagens cativos, por permanecerem em recintos € em contato com agua
contaminada, possuem maiores probabilidades de serem infectados com patdgenos
(ANDRIOLO, 2007; D’AFFONSECA NETO ¢ VERGARA-PARENTE, 2007). O Quadro 1
apresenta os agentes etiologicos, de acordo com os diagndsticos realizados, descritos nas trés

espécies de sirénios.
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Agente Etiolégico | Tipo de | Espécie* Local Referéncia
diagnoéstico
Toxoplasma MAT Trichechus Belize SULZNER et
gondii manatus al. (2012)
Leptospira spp. SAM Trichechus Belize SULZNER et
manatus al. (2012)
SAM Trichechus Brasil MATHEWS et
inunguis al. (2012)
Papilomavirus PCR Trichechus Florida, EUA. | BOSSART
manatus (2007)
Cryptosporidium | Imunofluorescéncia | Trichechus Brasil. BORGES,
sp. manatus VERGARA-
PARENTE ¢
FAUSTINO
(2009).
Cryptosporidium | Imunofluorescéncia | Dugong dugon | Australia MORGAN et al.
parvum (2000)
Bactérias de | Cultura Trichechus Brasil. VERGARA-
diversas espécies manatus PARENTE et
al. (2003a).
Salmonella spp. Teste bioquimico Trichechus Brasil. VERGARA-
manatus PARENTE et
al. (2003b).
Diversas espécies | Cultura Trichechus Florida, EUA. | RIDGWAY e
de endoparasitas manatus HARRISON
(1985).
Morbilivirus VN/EIA Trichechus Belize SULZNER et
manatus al. (2012)

*As subespécies Trichechus manatus manatus e Trichechus manatus latirostris foram consideradas apenas o
género e espécie, para melhor visualizagdo. Legenda: MAT: Teste de Aglutinagdo Modificada; SAM:
Microtécnica de soroaglutinagdo; PCR: Reacdo de Cadeia da Polimerase; VN: neutralizag@o viral; EIA: ensaio

imunoenzimatico.

Quadro 1: Agentes etioldgicos descritos em sirénios, segundo tipo de diagnostico ¢ a localizacao geografica.
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Nas tultimas décadas vém ocorrendo inimeras descobertas no diagnostico € no
tratamento de doengas infecciosas dos mamiferos aquaticos, ndo somente pelo avango das
técnicas de diagnostico como por uma maior intervengdo antropica € a permanéncia destes
animais em cativeiro (BOSSART et al., 2001). As doencas bacterianas tém sido causas
crescentes na mortalidade, com novos casos de infec¢ao e a resisténcia aos antibidticos pelos
animais reintroduzidos tem levado grandes riscos as populagdes nativas (DUNN, BUCK e
ROBECK, 2001). Evitar a soltura ao ambiente natural de animais que tenham tido contato
com patdégenos ou mesmo que tenham recebido uma menor carga de antibidticos podem
minimizar os riscos de introducao de bactérias resistentes no ambiente natural.

No Brasil, os filhotes apos o resgate sao transferidos para o Centro de Reabilitagao
de Animais Silvestres (CRAS), do CMA/ICMBio localizado na Ilha de Itamaraca, Estado de
Pernambuco. Neste local passam por um periodo minimo de dois anos em processo de
reabilitagdo em recintos artificiais € com intenso acompanhamento médico veterinario. Apds
o desmame, aqueles que tiverem com comportamento e saude considerados aptos para serem
reintroduzidos, sdo translocados para cativeiro em ambiente natural, para um periodo de
readaptacdo onde sdo expostos aos fatores que encontrardo apds a soltura, como mudanga de
maré, correnteza e presenga de outros animais. Os cativeiros de readaptacdo, ja existentes no
Brasil, foram construidos nas Areas de Protecio Ambientais (APA) da Barra do Rio
Mamanguape, na Paraiba e na Costa dos Corais, em Alagoas, respectivamente (LUNA e

PASSAVANTE, 2010).

2.4 PATOGENOS QUE PODEM ACOMETER OS PEIXES-BOIS MARINHOS

2.4.1 Agentes Virais

Os estudos sobre as viroses em mamiferos aquaticos, apesar de ainda pouco
difundidos em comparagdo com as demais espécies, vem crescendo em todo mundo, em
especial, os relacionados as morbiliviroses (RUOPPOLO, 2003; GROCH et al. 2014). O
isolamento de virus vem sendo realizado em amostras de animais necropsiados ou vivos
oriundos de cativeiro ou de vida livre (BOSSART et al, 2001), sendo utilizada
principalmente a técnica de Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR) (PUGLIARES et al.,
2007).

A enterite viral causada por coronavirus e rotavirus, devido a sua propria natureza, ¢
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uma condicao infecciosa influenciada por determinados fatores de transmissao, relacionados a
manutencdo dos agentes infecciosos na populagdo animal e no meio ambiente (HOMEM,
MENDES e LINHARES, 1999). A manifestacao clinica e patologica da doenca ¢ influenciada
pela idade, condigdo corporal, status imunitéario, viruléncia do agente viral, carga infecciosa,
via de transmissao, composi¢do da microbiota intestinal do hospedeiro, condigdes debilitantes
e estressantes, bem como infecc¢des intercorrentes (MCADARAGH et al., 1982). Associagdes
infecciosas também podem ocorrer com relativa frequéncia em um mesmo processo
gastroentérico, agravando o quadro clinico (EVERMANN, MCKEIRMAN e EUGSTER,
1988). Nas enterites virais, a diarreia representa a principal alteragcdo clinica, sendo resultado
da perda do equilibrio hidroeletrolitico no limen intestinal e levando a producao de fezes
liquidas ou pastosas, com a presenca ou ndao de sangue (TAMS, 2003). De acordo com a
literatura consultada, ndo foram encontradas pesquisas sobre a infeccdo por rotavirus e

coronavirus em sirénios.

2.4.1.1 Rotavirus

O género Rotavirus descrito pela primeira vez por Mebus et al. (1969) pertence a
familia Reoviridae. Morfologicamente sdo particulas icosaédricas sem envoltorio lipoprotéico
e com duas camadas protéicas constituindo a capside (CANDEIAS, 1998). De acordo com as
diferencas antigénicas detectadas na técnica da VP6, podem ser classificados em sete
sorogrupos distintos, designados pelas letras A a G. Estes grupos podem infectar diferentes
hospedeiros, sendo mais comumente encontrados grupos A, B e C tanto em humanos quanto
nos animais e os grupos D, E, F e G nos achados médicos veterinarios (ALFIERI et al. 2007).

A morbidade e mortalidade associadas ao rotavirus nos animais sdo bastante
varidveis, porém atualmente, junto com o coronavirus sdo os virus mais importantes na
diarreia de bovinos neonatais (JEREZ et al., 2002). A transmissdo pode ocorrer via fecal-oral,
particulas virais no ambiente, na 4gua e nos alimentos contaminados ocasionando problemas
gastrointestinais devido ao tropismo do virus pelo intestino delgado (FENNER et al., 1987;
QUINN et al., 2005; ALFIERI et al., 2007). A transmissdao do virus dos animais para o
homem ocorre com frequéncia, especialmente em condi¢des de higiene insatisfatoria
(GREGORI, 1999; ALFIERI et al., 1999) Para se evitar a disseminagdo do virus, as medidas
de biosseguranca a serem adotadas ndo podem estar restritas a tomada de medidas de carater

higiénico e sanitdrio e sim, incluir um manejo dos animais de forma a separa-los por idade e
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presenca ou nao de doengas, realizar a quarentena dos animas recém chegados ou doentes,
além da correta desinfeccdo do ambiente (QUINN et al., 2005; ALFIERI et al., 2007).

O periodo de incubagao do rotavirus € curto e pode ocorrer co-infeccdo de outros
agentes como FEscherichia coli e Cryptosporidium spp., dificultando o diagndstico e
agravando o quadro clinico e podendo levar ao 6bito (QUINN et al., 2005) Os sinais clinicos
da rotavirose podem ser facilmente confundidos com uma série de outros patdogenos, portanto,
somente o exame laboratorial pode confirmar o diagndstico. Na rotina clinica, a microscopia
eletronica ¢ a mais indicada, mas em casos onde seja possivel o cultivo celular ou a utilizagao
da PCR, PAGE, ELISA os dados serdo mais precisos, pois poderd ser feito o diagndstico
diferencial com outros agentes etiologicos (FENNER et al., 1987; ALFIERI et al., 2007).

Os rotavirus sdo ainda pouco conhecidos entre os estudos realizados com mamiferos
marinhos, em especial dos sirénios, no entanto estudos com pinipedes demonstraram a
presenca deste agente colhidos em swabs retais, tendo se atribuido um grande potencial

zoono6tico (TRYLAND et al., 2013).

2.4.1.2 Coronavirus

O Coranavirus descrito inicialmente por Mebus et al. (1973) pertence a familia
Coronaviridae e sdo, de acordo com a reatividade soroldgica e do hospedeiro, divididos em
trés grupos (grupo L, II e II). O grupo I tem como principais hospedeiros os suinos, gatos e
caes. O grupo II geralmente ¢ encontrado nos humanos, suinos, bovinos, aves e camundongos
e o grupo III em aves, bovinos, equinos e suinos (LOVATO e DEZENGRINI, 2007). Nestas
espécies causam problemas gastrointestinais, doengas respiratorias, peritonite e hepatite, no
entanto muitas vezes se apresenta como subclinica (FENNER et al, 1987; LOVATO e
DEZENGRINI, 2007).

No intuito de prevencdo e controle deste virus deve ser realizado o manejo sanitario
do ambiente e a higiene dos manipuladores de alimentos para evitar a contaminagao fecal-oral
dos suscetiveis, assim como deve-se separar os individuos positivos e negativos para que nao
ocorra o contaminag¢do direta dos animais (LOVATO e DEZENGRINI, 2007)

A técnica de microscopia eletronica ¢ a mais comumente utilizada para o diagndstico
do coronavirus, mas RT-PCR, quando disponivel ¢ o método que direcionard o resultado
podendo mais facilmente diferenciar do rotavirus, uma vez que estes dois agentes possuem

relacdo antigénica (LOVATO e DEZENGRINI, 2007).
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Diversas espécies de animais silvestres e domésticos, em diferentes idades sao
suscetiveis ao coronavirus (LOVATO e DEZENGRINI, 2007). Entretanto poucos estudos
foram verificados com a presenga de coronavirus em mamiferos aquaticos, podendo
apresentar-se de forma assintomatica, e em alguns casos fatal, conforme descrito em ledes-

marinhos como o principal hospedeiro (KENNEDY-STOSKOPF, 2001).

2.4.2 Agentes Bacterianos

2.4.2.1 Enterobactérias

As enterobactérias sdo microrganismos geralmente modveis, aerobicos e anaerdbicos
facultativos, oxidase negativo, catalase positivo, fermentadores de glicose e redutores de
nitrato a nitrito como parte dos processos de geracdo de energia (SCANLAN, 1991). Esses
microrganismos pertencem a familia das Enterebacteriaceae, que inclui uma série de espécies
como Escherichia sp., Shigella sp., Salmonella sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Proteus
sp., Morganella sp., Yersinia sp., Citrobacter sp., Serratia sp., entre outras (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2004). Alguns desses géneros fazem parte da microbiota normal do trato
intestinal dos animais, tendo um papel benéfico na producdo de determinadas vitaminas e
aminoacidos essenciais. Outros géneros sdo caracterizados pela sua patogenicidade e
viruléncia ao hospedeiro. No entanto, todos podem provocar endotoxemias,
independentemente de apresentarem ou ndo patogenicidade (BROOKS, BUTEL e
ORNSTON, 2004).

Os testes bioquimicos podem ser utilizados para os diagnésticos das espécies de
enterobactérias, no entanto a PCR pode ser utilizada como ferramenta nos métodos

moleculares fornecendo maior especificidade (QUINN et al., 2005).

2.4.2.1.1 Escherichia coli

A Escherichia coli ¢ uma bactéria gram-negativa, encontrada normalmente na
microbiota gastrintestinal, no entanto pode causar doengas nos animais. Quando encontradas
no trato digestivo, geralmente sdo normais e desejaveis, mas quando encontradas no ambiente
sdo indicios de contaminag¢do fecal. A E. coli é classificada de acordo com os patétipos

identificados por estudos de biologia molecular, assim como produtora de toxina tipo Shiga
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(STEC), enteroinvasora (EIEC), enterotoxigénica (ETEC) e enteropatogénica (EPEC)
(FERREIRA e KNOBL, 2000; QUINN et al., 2005; SAIDENBERG, 2008).

As cepas de E. coli capazes de produzir doencas tem como principal via de
transmissao a fecal-oral e causam diferentes tipos de diarreia, dependendo da cepa que esta
acometendo o animal (OLIVEIRA, 2000; HIRSH e ZEE, 2003).

O diagndstico para as diarreias causadas por E. coli devem ser inicialmente pelas
sinais clinicos e posteriormente por comprovagao laboratorial. Estas analises podem ser
realizadas com amostra fecal semeadas em meio seletivo, no entanto estes resultados sdo
inespecificos, muitas vezes sendo dificil a diferenciacdo entre outros agentes. A quantificagdo
das bactérias também pode ser um meio de diagnostico quando se encontram no intestino
delgado, porém a detec¢do por meio de sondas de DNA ou primers (iniciadores) para PCR
especificos para cada base correspondente sao de maior confiabilidade (HIRSH e ZEE, 2003).

Para prevenir a ocorréncia de doengas causadas por estas bactérias, ¢ necessario a
desinfeccdo das areas de permanéncia e de alimentacdo dos animais, ado¢do de medidas
higiénico-sanitarias, isolamento de individuos acometidos com a bactérias e controle de
roedores e passaros ao entorno dos recintos (CARVALHO, 2007).

Em cetaceos e ledes-marinhos encalhados na costa dos EUA foi isolada E. coli de
material do intestino colhido durante a necropsia em carcagas frescas (DUNN, BUCK e

ROBECK, 2001).

2.4.2.1.2 Salmonella spp.

A salmonelose ¢ causada por um bactéria gram-negativa, anaerobica facultativa e
possui duas espécies: S. enterica e S. bongori. A Salmonella enterica possui seis subespécies
e mais de 2.400 variantes sorologicas, no entanto ¢ tratado apenas a nivel especifico (HIRSH
e ZEE, 2003; CARVALHO, 2007). Os sorotipos podem variar quanto a patogenicidade com
doencgas mais severas, no entanto todas as espécies animais podem ser acometidas. O sorovar
Salmonella enteritidis ¢ o de maior prevaléncia, principalmente em humanos (ACHA e
SZYFRES, 2003)

A principal via de transmissdo e a porta de entrada ¢ a oral-fecal, mas pode ocorrer
também a transmissdo pelo contato direto com alimentos, dgua ou superficies contaminadas

(CARVALHO, 2007). Quando identificado o agente no ambiente, sugere-se uma
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contaminacao fecal podendo causar doencas graves ou fatais em animais suscetiveis se nao
houver o controle (GREENE, 2004; GROVES, HARRINGTON e TABOADA, 2004).

A patogenia da salmonelose vai depender da suscetibilidade individual e da espécie e
pode se manifestar como doenga subclinica ou com sinais variados (CARVALHO, 2007).
Clinicamente os animais podem apresentar febre, apatia, vOmito e desidratacao
principalmente em filhotes e animais juvenis (BEER, 1998).

A mortalidade por salmonelose ¢ descrita em diversas espécies animais, entretanto
por se manifestar de forma subclinica o controle periddico dos animais com exame de rotina,
em especial os animais silvestres em cativeiro ¢ de extrema importancia. Os animais
portadores que nao apresentam sinais clinicos podem estar eliminando o agente e quando
submetidos a uma situacdo de estresse como a transloca¢cdo, manejo ou mudangas no recinto
podem levar a ativagdo da doenga ou aumentar a excrecao da bactéria. Sendo assim, como
medida de controle deve ser incluida a avaliagao periddica dos animais em cativeiro, mesmo
daqueles sem evidencia clinica (CARVALHO, 2007).

O diagnostico da salmonelose pode ser realizado na rotina clinica com o isolamento
da bactéria em cultura de fezes recém colhidas com ou sem sinais clinicos. Naqueles que
houver a suspeita da presenca do agente, deve ser realizado exame seriado com intervalo de
uma semana, pois a auséncia da bactéria neste exame ndo significa que o animal ndo esteja
infectado, apenas que no momento da colheita ele ndo estava eliminando. Caso a suspeita seja
de uma septicemia pode ser realizada a hemocultura deste individuo. De forma complementar
e confirmatoria podem ser empregada a pesquisa de anticorpos por técnica de aglutinacdo,
ELISA ou fixa¢do de complemento (CARVALHO, 2007), caso exista o conjugado especifico
para a espécie animal e a infraestrutura laboratorial.

Para o controle da salmonelose, além da realizacdo de exames periddicos,
recomenda-se que seja realizada rigorosa desinfeccdo com hipoclorito de sédio e um
constante programa de educacdo em higiene e saude para os tratadores e técnicos que lidam
com os animais silvestres (CARVALHO, 2007).

Esta bactéria foi isolada em mamiferos aquaticos da Califérnia, EUA e identificada
com grande potencial zoonotico e resisténcia a antibidticos (BOGOMOLNI et al., 2008;
STODDARD et al., 2008). Entre os pequenos cetaceos em cativeiro a salmonela apresentou
elevada morbidade e mortalidade, causando severas infecgdes principalmente em filhotes

(MOORE et al., 2008). No Brasil, durante procedimento de necropsia em individuo um jovem
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de peixe-boi marinho cativo no CMA-ICMBio na Ilha de Itamaracd, PE, foi identificada e
isolada a bactéria Salmonella spp. (VERGARA-PARENTE et al., 2003b) e em todo o mundo
vém sendo identificada nas diversas espécies de mamiferos aquaticos, principalmente em

pinipedes e cetaceos (TRYLAND et al., 2013).

2.4.2.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

O uso de antibidticos ¢ largamente utilizado na medicina tanto humana quanto
veterinaria desde a descoberta da penicilina no inicio do século passado. Apds isso uma
grande variedade de antibidticos foi sendo produzida e com isso também aumentou a
resisténcia aos mesmos (SHINOHARA e NOBRE, 2004). Por outro lado, uma mesma colonia
de bactéria pode ter comportamento diferente dependendo da fonte ou localiza¢do, assim
como pode mudar de acordo com o tempo. O uso adequado dos antimicrobianos possibilita
nao somente uma maior eficacia no tratamento como evita que as bactérias se tornem ainda
mais resistentes. Sendo assim, os testes de sensibilidade antimicrobiana sdo uma importante
ferramenta na rotina da clinica veterinaria (WALKER, 2010).

Os antibidticos agem de diferentes formas nas células bacterianas atuando em
diferentes partes da célula da bactéria causando a morte ou inibi¢do da mesma. Entre os
antibidticos que atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana estdo os B-lactdmicos
em que as se encontram os agentes dos grupos da penicilina e da aminopenicilina, este
representado pela ampicilina e amoxicilina. J& entre os que inibem a sintese das proteinas
bacterianas existem os grupos das tetraciclinas, dos aminoglicosideos tendo a gentamicina
como representante, os macrolideos onde se encontra a eritromicina e azitromicina. Na
eleicdo do antibidtico, quando se determinada a resisténcia do mesmo, deve-se evitar a
utilizagdo de outro de um mesmo grupo (SHINOHARA e NOBRE, 2004). Existem outros
grupos e antibioticos de importancia veterindria, mas com pouco uso em mamiferos aquaticos.

O teste de sensibilidade antimicrobiana mais facilmente utilizado ¢ o de “difusdo em
disco”, por ser baixo custo e facil utilizagdo, por outro lado este teste ndo permite a precisao
da sensibilidade, sendo necessario para isso testes automatizados. No teste de difusdo, a
sensibilizagdo pode ser classificada em trés categorias: sensivel quando a administracdo do
farmaco na dose e via recomendada ¢ suficiente para inibir o crescimento bacteriano e quanto

maior o alo produzido, maior a sensibilidade; resistente quando esta inibi¢do de crescimento
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da bactéria ndo ocorre com o antibiotico testado e intermediaria quando nao se pode

determinar com precisao estas duas categorias (WALKER, 2010).

2.4.2.3 Leptospira spp.

A Leptospira spp. ¢ uma espiroqueta gram negativa pertencente a familia
Leptospiraceae. Atualmente, existem 13 espécies que sdo patogénicas e agrupam mais de 260
sorovares, distribuidos em 23 sorogrupos (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Estas bactérias
proliferam em ambientes aquaticos (BHARTI et al., 2003) e sdo distribuidas mundialmente
infectando uma grande variedade de aves, répteis e mamiferos, incluindo o ser humano, assim
como os mamiferos aquaticos (WALTZEK et al.,, 2012). Por causa de suas propor¢des
epidémicas e aumento da incidéncia em todo o continente, tem se evidenciado como problema
de saude publica global emergente (VIJAY ACHARI, SUGUNAN e SHRIRAM, 2008).

As leptospiras penetram ativamente no organismo alcancando a corrente sanguinea e
sdo excretadas pelo mamifero hospedeiro infectado continua ou periodicamente com a urina,
sendo a 4gua contaminada a principal via de transmissdao (DUNN, BUCK e ROBECK, 2001;
CORREA, 2007). O contato direto com pacientes infectados, assim como com a agua ou
alimentos contaminados ou exposi¢do da mucosa sdo as vias de transmissao da leptospirose,
podendo causar doencas assintomdticas ou graves e até mesmo fatais (GROVES,
HARRINGTON e TABOADA, 2004).

O teste de aglutinacdo microscdpica ¢ o exame sorolégico padrdo para diagnosticar a
leptospirose. Em casos de suspeita de infeccdo ou mesmo para a avaliagdo evolutiva, sdo
recomendadas duas a trés repeticdes dos exames com intervalo entre duas a quatro semanas.
Complementarmente pode ser usada a urina para cultura e PCR (GREENE, 2004)

O controle da liberacdo da leptospira em animais silvestres livres ¢ muito dificil,
portanto a prevencao deve ser realizada com a vacinag¢do de animais domésticos e desinfec¢ao
do ambiente e alimentos, evitando-se ainda o contato com aguas contaminadas (GREENE,
2004). Para animais em cativeiro ou mesmo para a populacdo humana a prevencdo deve ser
realizada primeiramente identificando e eliminando as fontes de infeccdo do agente (FAINE,
1982).

Apesar de ja relatada em outras espécies, os pinipedes sdo os mamiferos aquaticos
mais afetados com Leptospira spp. existindo registro desde 1970 e ja foi detectada também a

presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. sorovar Pomona. Nesta ocasido, centenas de
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ledes-marinhos (Otaria flavescens) vieram a encalhar e em seguida morreram. Durante a
necropsia foi sugerido uma epizootia por leptospirose, baseado nos achados macroscopicos da
necropsia (DUNN, BUCK e ROBECK, 2001; VEDROS et al., 2001). Stamper, Gulland e
Spraker (1998) apds verificar os sinais clinicos como anorexia, depressao e desidratacdo em
foca-comum (Phoca vitulina richardsii) em cativeiro realizaram o exame soroldgico para
leptospirose e encontraram os sorovares Pomona, Grippotyphosa, Bratislava, Canicola,
Icterohemorrhagiae e Hardjo.

O exame soroldgico para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. € uma
procedimento seguro quando utilizado para estudos de prevaléncia, sendo assim indicados em
investigacdes epidemioldgicas (BEER, 1998). No Brasil, dentre os 74 peixes-bois amazdnicos
examinados pela microtécnica de soroaglutinacdo para leptospirose (SAM) no Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazodnia (INPA), Manaus, AM e no Centro de Pesquisa e
Preservacdo de Mamiferos aquaticos - CPPMA, Presidente Figueiredo, Balbina, AM, 29
animais (31,1%) apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp., sendo encontrados 51,3%
(20/39) animais sororeagentes no INPA e 8,6% (3/35) no CPPMA. Os sorovares encontrados
nos dois locais foram Patoc, Castellonis, Icterohaemorrhagiae ¢ Butembo (MATHEWS et al.,

2012).

2.4.2.4 Brucella spp.

A Brucella spp. pertence a familia Brucellaceae e ¢ uma bactéria intracelular
facultativa, gram-negativa, aerobica, cocobacilares e imoveis (QUINN, et al. 2005). As
espécies de bactéria sdo diferenciadas pela caracteristica colonial, incluindo as caracteristicas
fenotipicas, preferéncia pelo hospedeiro e patogenicidade, possuindo potencial zoonoético.
Atualmente, as espécies com seus respectivos hospedeiros sdo: Brucella abortus (bovinos,
caprinos, suinos, equinos ¢ humanos), B. melitensis (bovinos, caprinos ¢ humanos), B. suis
(suinos e humanos), B. ovis (ovinos), B. canis (caninos ¢ humanos), B. neotomae (roedores),
B. ceti (mamiferos aquaticos) e B. pinnipedialis (mamiferos aquaticos) (QUINN, et al. 2005;
FOSTER et al, 2007, HERMANEZ-MORA, PALACIOS-ALFARO ¢ GONZALEZ-
BARRIENTOS, 2013). Recentemente duas novas espécies foram descritas: B. microti
(SCHOLZ et al., 2008) e B. inopinata (SCHOLZ et al., 2010), sendo a primeira isolada em

préteses em humanos e a segunda em camundongo do campo (Microtus arvalis).
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A brucelose ¢ uma importante zoonose com uma gravidade moderada, porém de
grande risco para profissionais que trabalham com o manejo animal, pois eles podem se
infectar pelo contato direto com os animais, com materiais biologicos e fomites (GROVES,
HARRINGTON e TABOADA, 2004). As fémeas gestantes podem apresentar aborto de
natimortos no final da gestagdo sem qualquer apresentacao anterior de sinal clinico, deixando
os filhotes geralmente autolisados. Estes restos abortivos sdo extremamente contagiosos tanto
aos demais animais quanto ao homem (GREENE, 2004).

O tratamento pode ser realizado com antibioticoterapia, geralmente gentamicina ou
Trimetroprim-sulfonamida, mas as recidivas sdo comuns. O teste sorologico de aglutinagdo ¢
geralmente o mais utilizado para o diagndstico da Brucella spp., no entanto ¢ comum o
aparecimento de falsos negativos (GREENE, 2004). O Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose — PNCEBT coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA para o controle da brucelose em bovinos e
bubalinos determina os seguintes testes de diagndstico indireto aprovados, segundo seus

critérios de utilizacdo e interpretacdo (BRASIL, 2013):

(1) Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT): muito sensivel e de facil
execucdo. Constitui o Unico teste de triagem e deve ser realizado por médicos
veterinarios habilitados;

(2) 2-Mercaptoetanol (2-ME): teste confirmatério e que podem ser submetidos os
animais que reagirem ao AAT. E mais especifico e deve ser executado em laboratdrios
credenciados ou em laboratorios oficiais credenciados;

(3) Teste de Fixagdo de Complemento (FC), ou outro que o substitua. E realizado em
laboratodrios oficiais credenciados para efeitos de transito internacional e para
diagnostico de casos inconclusivos ao teste do 2-ME;

(4) Teste da Polarizacdo Fluorescente (TPF). Pode ser utilizado como teste confirmatorio
para animais que reagirem ao AAT ou que forem inconclusivos ao 2-ME ou ser
utilizado como teste tnico. Deve ser realizado em laboratorios credenciados ou em

laboratoérios oficiais credenciados
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Contudo, ndo existem pesquisas que identificaram o melhor teste sorologico para
brucelose em mamiferos aquaticos no Brasil, sendo utilizados por pesquisadores estes testes
sorologicos recomendados pelo MAPA.

O primeiro relato de Brucella infectando mamiferos marinhos ocorreu em 1994 em
populagdes de pinipedes e cetaceos (EWALT et al., 1994; ROSS et al., 1994.). As duas
espécies de Brucella tipicamente marinhas podem infectar uma ampla variedade de
mamiferos aquaticos (NYMO et al., 2011) e vém sendo isolada em todo o mundo, porém
raramente apresentando sinais clinicos (TRYLAND et al., 1999; NIELSEN et al., 2001;
GERACI e LOUNSBURY, 2005). Recentemente, foi verificado o ¢bito de um golfinho na
[talia em decorréncia provavel por um meningoencefalite ocasionada pela infec¢do de B. cetti
levando a uma co-infec¢ao de Toxoplasma gondii (ALBA et al., 2013).

Nos aquarios da Alemanha foi descrita a ocorréncia de Brucella spp. principalmente
em focas (Phoca vitulina), sendo estes achados relacionados com aspectos zoondticos por
intermédio de investigagdes moleculares fenotipicas (PRENGER-BERNINGHOFF et al.,
2008). Apesar da ocorréncia da Brucella spp. que acometem os individuos terrestres atingirem
os mamiferos aqudticos, foram isoladas duas novas espécies para este grupo de animais: B.
pinnipedialis em pinipedes e B. ceti, em cetaceos (MAQUART, 2008). Segundo Hermanez-
Mora, Palacios-Alfaro e Gonzélez-Barrientos, 2013 ndo foram encontrados registros de

Brucella spp. em sirénios.

2.4.3 Agente Parasitario

2.4.3.1 Toxoplasma gondii

O tnico representante da familia Toxoplasmatidae, o Toxoplasma gondii (NICOLLE
e MANCEAUX, 1909) possui grande importancia na medicina humana e veterindria, pois
estd mundialmente difundido em diversas espécies. O parasito ¢ um protozoario coccidio
intracelular obrigatério e com pouca especificidade que tem o gato como hospedeiro
definitivo e as demais espécies de animais endotérmicos como hospedeiros intermedidrios
(LAPPIN, 1993; DUBEY, GREENE e LAPPIN, 1998 HILL ¢ DUBEY, 2002; DUBEY,
2010). Os felideos domésticos e silvestres eliminam oocistos pelas fezes a0 meio ambiente e
eles tornam-se esporulados e infectantes cerca de 24 a 48 h apos a eliminagdo com a presenca

de temperatura, umidade e oxigénio (DUBEY, 2010).
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As principais formas de transmissao do 7. gondii sao: ingestao de alimentos ou agua
contaminados com 0s oocistos, ingestdo de carne crua ou mal passada de mamiferos e aves
contendo bradizoitos em cistos teciduais e por taquizoitos pela via transplacentaria. No
entanto, estas formas de transmissao podem variar de acordo com fatores higi€nico-sanitarios
e protocolos de manejo (DUBEY, 2010) e torna-se dificil identificar qual delas infectou os
animais suscetiveis (DUBEY et al., 2012).

Entre as agdes a serem tomadas preventivamente para evitar a infec¢do pela via
fecal-oral, estdo medidas como a higiene de verduras e legumes com hipoclorito, isolamento
de felinos da area de permanéncia dos animais ¢ desinfec¢ao do local (mesmo salientando que
0s oocistos sdo resistentes a maioria dos desinfetantes comerciais). Nos locais onde existe a
presenca de gatos, a rotina de tentativa de isolamento de oocistos nas fezes pode ser também
uma medida profilatica e de controle do parasito no ambiente, mas de dificil obtengao
(DUBEY, 2010).

Desta forma, para a realizacdo de estudos epidemioldgicos de toxoplasmose em
instituicdes que mantém animais silvestres cativos os testes sorologicos sdo mais indicados.
Pelo fato de ndo existir um conjugado especifico para cada espécie de mamifero silvestre, o
teste sorologico da toxoplasmose mais utilizados nestes animais ¢ o Teste de Aglutinacdo
Modificada — MAT utilizando taquizoitos inativados pela formalina e 2-mercaptoetanol
(DUBEY e DESMONTS, 1987). Anticorpos anti-7. gondii (MAT>25) em mamiferos
aquaticos ja foram descritos em cetaceos, pinipedes e sirénios (DUBEY et al., 2003; DUBEY,
2010; JENSEN et al., 2010; MATHEWS et al., 2012; DELGADO et al., 2013).

Nos mamiferos marinhos as causas da infeccdo por 7. gondii ainda ndo estdo
definidas. Os sinais clinicos nestes animais sdo encefalites, miocardite ¢ abortamento,
podendo ocorrer o 6bito (DUBEY, 2010). A presenca do parasito tem sido descrita em
pinipedes, cetdceos e sirénios causando encefalite, no entanto casos subclinicos sdo comuns.
Os principais diagnosticos nestes animais sdo: exames sorologicos e de imunohistoquimica
que ¢ realizada em materiais bioldgicos colhidos de animais necropsiados, onde o parasita
pode ser encontrado nos tecidos do figado, pulmio e coragdo (DUBEY et al., 2003;
DAILEY,2001; BUERGEL e BONDE, 1983). Resendes et al. (2004) examinou pinipedes que
vieram a 6bito na Espanha e também verificou a presenca de 7. gondii nos tecidos destes
animais. Dubey (2009) verificou que golfinhos e morsas cativos nos EUA foram soropositivos

para anticorpos anti-7. gondii. No Brasil, anticorpos anti-7. gondii foram descritos em 86,3%
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(82/95) botos-vermelhos (/nia geoffrensis) (SANTOS et al., 2011) e Gonzales-Viera et al.
(2013) identificaram o agente pela imunoistoquimica uma fémea de boto-cinza (Sotalia
guianensis) no Parana.

Em sirénios, anticorpos anti- 7. gondii foram identificados em peixes-bois marinhos
em reabilitagdo dos EUA, sendo atribuida esta infeccdo pelo contato dos alimentos destes
animais com fezes de felinos domésticos e selvagens (MEASURES et al., 2003). Na América

latina foram realizados exames soroldgicos para toxoplasmose somente em peixes-bois

amazonicos no Brasil MATHEWS et al., 2012) e no Peru (DELGADO et al., 2013).

2.5 ANALISE DE SOBREVIDA DE PEIXE-BOI MARINHO EM CATIVEIRO

Na medicina veterindria os estudos de sobrevida sdo geralmente realizados para
espécies ameagadas com o objetivo de verificar os possiveis padrdes e causas de mortalidade.
Nestes estudos, uma tabela de vida pode ser construida como um registro da sobrevivéncia e
taxas de reproducdo em uma populagdo, que pode ser dividida por idade, tamanho ou estagio
de desenvolvimento (DONAVAN e WELDON. 2002) Estas informacdes poderdo auxiliar nos
esforcos de medidas conservacionistas norteando as tomadas de decisdes com a formacgao de
politicas publicas e estratégias de manejo direcionadas aos problemas populacionais
(CROUSE, CROWDER ¢ CASWELL, 1987). Entretanto, os estudos de sobrevida utilizando
modelos de tabela de vida sdo raros, mas conforme mencionado pode constituir de uma
importante ferramenta na discussdo sobre a viabilidade a longo prazo da espécie em perigo de
extingdo (STOLEN e BARLOW, 2003)

Em estudos populacionais com peixe-boi marinho da Florida, Marmontel, Humphrey
e Shea (1997) verificaram que a espécie poderia acelerar ou reduzir o tempo de extingdo,
baseados na mortalidade de adultos, propondo que uma redugdo de 10% na taxa de
mortalidade poderia atrasar em até 100 anos a extin¢do da espécie. Estes dados forneceram
subsidios para que medidas de politicas publicas fossem adotadas nos EUA tais como um
maior rigor no controle do trafego de embarcagdes, possibilitando uma redugdo de
mortalidade. No Brasil, ndo existem estudos de sobrevida em peixes-bois marinhos mantidos

em vida livre e em cativeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

Os peixes-boi marinhos foram provenientes de trés diferentes cativeiros: recintos de
reabilitacio no CMA/ICMBio, Ilha de Itamaracd, Pernambuco (7°48°33.40”S,
34°50°16.36”0) (Figura 3); recintos de adaptacdo na Barra de Mamanguape, Paraiba
(6°46°43.68S, 34°55°50.8870) (Figura 4) e em Porto de Pedras, Alagoas (9°13'05.47"S,
35°19'59.01"0) (Figura 5).

O CMA/ICMBio possui na Ilha de Itamaraca/PE o Centro de Reabilitagao de
Mamiferos Aquaticos (CRAS/CMA/ICMBio), onde, ap6s a chegada ou nascimento,0s peixes-
bois marinhos recebem acompanhamento clinico médico veterinario especializado até o
momento da translocagdo para os cativeiros da Barra de Mamanguape/PB ou Porto de
Pedras/AL. Em Pernambuco, os animais, geralmente, permanecem em média de trés a quatro
anos quando sdo levados para um dos recintos de adaptacdo na Paraiba e em Alagoas, onde
passam por um periodo que varia de trés a 12 meses de acordo com cada individuo.

Na Ilha de Itamaraca os animais ficam subdivididos em duas dreas. Uma ¢ aberta a
visitagdo publica onde permanecem os individuos com baixa ou nenhuma probabilidade de
soltura e a outra a visitagdo ¢ restrita, onde estdo os individuos em processo de reabilitacao
para serem reintroduzidos. O local possui 16 recintos, sendo trés grandes “oceandrios” que
ficam abertos ao publico. A area fechada a visitagdo possui quatro recintos intermedidrios
para a permanéncia de animais juvenis em pré-adaptacdo para a soltura e nove piscinas
adaptadas para a permanéncia de individuos menores e recém-chegados que necessitem passar
por um periodo de quarentena (LUNA e PASSANTE, 2010). O CRAS conta ainda com
laboratorio de analises clinicas para realizar os exames de bioquimica sérica, hemograma e
parasitologico de fezes; um laboratorio de andlise da qualidade agua para verificagdo dos
parametros fisicos e uma sala de preparo de alimentos para os animais.

A desinfeccdo do ambiente do CRAS foi realizada de acordo com o tamanho ¢
presenca ou ndo de animais. Nos recintos em que era possivel fazer a retirada dos animais
durante um periodo, a dgua recebia tratamento quimico com hipoclorito de sodio liquido, de
forma a manter a concentracdo de cloro ativo em 0,2% e posteriormente esta agua era

distribuida para os demais recintos.
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Figura 3: Recintos de manutencdo de peixe-boi marinho (Trichechus manatus) no

CRAS/CMA/ICMBio na Ilha de Itamaraca/PE (CRAS/PE). Fonte: Acervo CMA/ICMBio.

O cativeiro de adaptagdo em ambiente natural na Paraiba foi a primeira base do
projeto peixe-boi marinho e situa-se dentro da Area de Protegdo Ambiental (APA) da Barra
de Mamanguape/PB. Esta foi criada por meio de Decreto Presidencial n® 924, de 10 de
setembro de 1993 tendo entre os objetivos garantir a conservacdo do habitat do peixe-boi
marinho e proteger, dentro da area da Unidade de Conservagdo, esta espécie das ameacas de
extingdo (LUNA et al., 2011). Este cativeiro em 2011 deixou de estar sob responsabilidade do
CMA/ICMBIio e passou a ser mantido pela propria APA. Em 2012 com o o6bito de trés
individuos e a soltura do ultimo exemplar cativo no local, o cativeiro foi desativado ndo sendo
mais translocados novos individuos. Durante os anos em que esteve ativo, foram
reintroduzidos 12 peixes-bois marinhos ao ambiente natural.

O segundo cativeiro de adaptagdo, construido em 2008, localiza-se no estuario do rio
Tatuamunha, Porto de Pedras/AL e estd inserido na APA Costa dos Corais (Figura 6). Esta
Unidade de Conservagao foi criada em 23 de outubro de 1997 por meio do Decreto n° 23,
sendo a maior Unidade de Conservagdo marinha federal. Atualmente, este ¢ o principal
cativeiro de adaptagdo para soltura de peixe-boi marinho no Brasil. Anteriormente a esta data,

os animais que foram soltos neste estado, permaneciam em semi-cativeiros provisorios no do
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mar e posterior a soltura estes recintos eram desativados. Ao todo, levando em consideragao
apenas o Estado de Alagoas, independentemente do tipo de cativeiro, foram reintroduzidos

desde 2004, 26 peixes-bois marinhos.

Figura 4: Cativeiro de adaptagdo de peixe-boi marinho (7richechus manatus) em ambiente natural, rio

Mamanguape, Barra de Mamanguape/PB. Foto: Acervo CMA/ICMBio.

Figura 5: Cativeiro de adaptagdo de peixe-boi marinho (7richechus manatus) em ambiente natural, rio

Tatuamunha, Porto de Pedras/AL. Foto Acervo CMA/ICMBio.
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Fonte: APA Costa dos Corais.
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Os peixes-boi marinhos foram diferenciados de acordo com o sexo, faixa etdria e

origem. Com relagdo a faixa etaria, os animais foram divididos em neonatos, filhotes, juvenis

e adultos (Quadro 2). Entretanto para as andlises das prevaléncias, as categorias neonatos e

filhotes foram ambas consideradas como filhotes.

Faixa etaria Idade (dias) Idade (meses)
Neonato 0a30 Oal

Filhote 31a730 la2

Juvenil 73122190 2a6

Adulto Acima de 2191 Acima de 6

Quadro 2: Determinagao da faixa etaria de peixe-boi marinho (7richechus manatus) dividido em dias e meses.
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O termo “origem” foi adotado para o local de nascimento dos animais se em
cativeiro ou em ambiente natural e o termo ‘“condi¢do”, para o local de permanéncia do

animal no momento da colheita das amostras biologicas (Quadro 3).

Condi¢ao do animal Descri¢ao da condi¢ao

Animal em reabilitagdo Animais resgatados sejam de encalhes ou cativeiro inadequado
e animais nascidos em cativeiro que estavam em recintos em
condi¢des artificiais com o objetivo de receberem cuidados

clinicos de forma temporaria ou permanente.

Animal em adaptagao Animais que passaram pelo cativeiro de reabilitacdo e apos
condicao de saude adequada para a soltura, passaram por um
periodo em cativeiro em ambiente natural para aprendizagem e
contato com as condi¢des ambientais que encontrard apds a

reintroducao.

Animal reintroduzido Animais que apds passarem por um periodo de reabilitacdo e
com o atestado de exames clinicos aprovados por médicos

veterinarios foram soltos com ou sem monitoramento.

Quadro 3: Descricdo das condi¢des dos peixes-bois marinhos (77ichechus manatus) de acordo com a

localiza¢dao em cativeiro.

Para cada peixe-boi marinho que houve colheita de amostra, foi determinado um
numero de identifica¢do individual (ID) para a pesquisa, que foi mantido até o término das

analises.

3.3 CONTENCAO E COLHEITA DE AMOSTRAS

Os animais foram contidos em maca confeccionada para o manejo da espécie e
mantidos em colchdes encharcados com dgua, sendo umedecidos constantemente para evitar o
ressecamento da pele. A atividade foi realizada no menor tempo possivel, para evitar estresse

ao animal (Figura 7).
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Figura 7: Contencdo de peixe-boi marinho (77ichechus manatus) para a colheita de material bioldgico. Notar o

corpo do animal sendo hidratado durante a atividade para minimizagao do estresse.

Para salvaguardar o bem-estar do animal durante todo o procedimento foi avaliado o
grau de estresse de acordo com planilha elaborada pelo Dr. Robert K. Bonde (comunicagao
pessoal), com adaptacdes. Para decidir sobre manter ou interromper a atividade, o animal foi
analisado e pontuado em relagdo ao reflexo, atividade, frequéncia cardiaca, temperatura e a
frequéncia respiratoria. Quanto ao reflexo foi considerado a reacdo do animal quanto ao toque
no corpo durante o manejo, reflexo palpebral e toque na nadadeira peitoral. A pontuacao
variou com numeros inteiros de zero a dois (0-2), sendo zero (0) quando inexistente, um (1)
com existente, mas fora do ideal e dois (2) existente e dentro dos padrdes de normalidade.
Esta avaliacdo ocorria a cada 10 minutos, podendo ocorrer em tempo menor, caso fosse
verificado que o animal apresentou mudanca significativa em um dos parametros durante o
intervalo das verificacdes. Caso verificado que a soma do resultado estivesse acima de 8, a
atividade era mantida sem restri¢des; com valores entre cinco e sete, o animal era molhado e
observado com mais intensidade, no entanto interrompida a colheita de amostras de sangue e
swab; valores entre um e quatro a atividade era imediatamente interrompida e o animal
retornava ao ambiente em que foi retirado e se a soma fosse zero, era feita a verificacdo de

sinais vitais para verificar se o animal tinha vindo a 6bito (Quadro 4).
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Parametros Resultado Valores base
Reflexo ()01 ()2 0= ausente; 1=pouco reflexo; 2= Reflexo normal
Atividade ()01 ()2 O=ausente; 1=pouca atividade; 2= atividade normal
Frequéncia cardiaca ()01 ()2 O=ausente; 1= <50 ou>90; 2 = entre 51 ¢ 90
Temperatura ( )O ( )1 ( )2 0< 25°C; 1=entre 20-25°C ou >38°C; 2=entre 26-27°C
Frequéncia respirat(')ria ()01 ()2 O=ausente; 2= entre 1-2/ 3 min; 1 = outros valores
Total: (0-10) ﬁ 8-10 — Muito bom — manter a atividade; 5-7 — Regular — Atengdo no

animal; 1-4 — Critico — reintroduzir o animal imediatamente; 0 — Obito.

Quadro 4: Valores de avaliagdo de estresse dos peixes-boi marinhos (7Trichechus manatus) manejados, com

pontuagdes baseadas nos sinais vitais.

As colheitas dos materiais biologicos foram realizadas em conjunto com médicos
veterindrios indicados pelo CMA/ICMBio (Augusto Carlos da Boaviagem Freire e Glaucia
Pereira Sousa) e de acordo com o protocolo de manejo estabelecido pela institui¢do, sendo
assim a frequéncia de colheita variou de acordo com a frequéncia dos manejos. Desta forma,
cada individuo foi manejado com ordem de colheita de forma aleatdria e por conveniéncia
(PEREIRA, 1995). Para cada colheita foram utilizadas luvas de procedimentos diferentes em
cada amostra, ou seja, ap6s a colheita de sangue a luva era trocada para a colheita do swab e
novamente para a colheita das fezes a fim de evitar contaminag@o entre as amostras.

A autorizagdo de captura e manejo dos peixes-boi marinhos cativos foi concedida
pelo 6rgdo competente por meio do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade
— SISBIO do ICMBio sob nimero sob o nimero 20685 (Anexo 1).

As amostras soroldgicas foram obtidas conforme descrito por Bossart et al. (2001b),
com colheita de sangue no plexo braquial entre o radio e a ulna (Figura 8) com tubo de
colheita a vacuo sem anticoagulante (Figura 9). Os animais que se encontravam vivos € em
cativeiro durante a pesquisa, foram colhidas amostras sorologicas durante o periodo de abril
de 2010 a maio de 2013. Para os animais ja reintroduzidos ou que tinham vindo a 6bito, que
houvesse amostra sorologica em estoque, foram utilizadas as amostras armazenadas no
CMA/ICMBio desde 2003. Em todos os casos, independente do periodo, apos as colheitas, o
material foi centrifugado, separado o soro sanguineo em microtubos de polipropileno com
capacidade de 1,5 mL e em seguida congelado em freezer -20°C até o momento da andlise

laboratorial.
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Figura 8: Esquematizacgdo da veia para colheita de sangue em peixe-boi marinho (7richechus manatus).

Adaptado de Bossart et al. (2001a).
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Figura 9: Colheita de sangue da nadadeira peitoral (plexo blaquial entre o radio e a ulna) de peixe-boi marinho

(Trichechus manatus) utilizando tubo de colheita a vacuo. Fonte: Acervo CMA/ICMBio.
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Os materiais para isolamento das enterobactérias foram colhidos com swab estéril de
haste flexivel e ponta de algodao, inseridos cuidadosamente na narina, boca, reto e genitalia
dos animais, realizado um movimento circulatorio, retirado o swab e inserido em frasco
também estéril contendo meio de transporte Stuart e mantidos a 4°C até a realizacao dos
exames. Quando o animal apresentava ferimentos ou abscessos o mesmo procedimento foi
realizado nestes locais (Figura 10).

As fezes foram colhidas diretamente da ampola fecal, com luva de procedimento
descartavel e foram armazenadas em potes estéreis no congelador com temperatura a -20°C
até a analise laboratorial.

Foi elaborado um protocolo de colheita das amostras de acordo com os exames que

foram realizados (Apéndice A).
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Figura 10: Colheita de amostra para isolamento de enterobactérias em peixe-boi marinho (7richechus manatus)

com swab estéril. A) Swab estéril com meio de transporte Stuart; B) Narina; C) Oral; D) Genital; E) Anal; F)
Abscesso. Fonte: Acervo CMA/ICMBio.

3.4 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

3.4.1 Pesquisa de Agentes Virais

O processamento laboratorial para pesquisa de agentes virais foi realizado no

Laboratério de Sorologia e Biologia Molecular Aplicadas no Departamento de Medicina
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Veterinaria Preventiva e Satide Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootécnica (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo/SP sob a supervisao do
Professor Doutor Fabio Gregori.

As amostras fecais foram colhidas da ampola retal apds assepsia com agua e
desprezando a primeira porcao das fezes. O material foi estocado a -20°C em tubo estéril até a

chegada ao laboratorio (Figura 11).
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Figura 11: Colheita de fezes da ampola retal de peixe-boi marinho (7richechus manatus) para analise de agentes

virais. Fonte: Acervo CMA/ICMBIio.

Para a triagem as amostras foram preparadas a 50% (p/v) em agua previamente tratada
com DEPC (dietilpirocarbonato) e posteriormente clarificadas por centrifugagcdo a 2.000 G
por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram aliquotados em novos tubos e armazenados a -
20° C para posterior extracao.

A extragdo do DNA foi realizada adicionando para cada 250uL de suspensao fecal 750
uL de Trizol® e incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Apos esse periodo foram
adicionados 200 pL de cloroformio (Merck®), homogeneizados e novamente incubadas a
temperatura de 4°C por 5 minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 12.000 G a 4°C por 15

min. Apos esta etapa, transferiu-se 400uL do sobrenadante (fase aquosa) a novos tubos
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contendo 500uL de isopropanol (Merck®). Estes tubos foram agitados por inversdo e
incubados por 15 minutos a temperatura de -20°C. Transcorrido esse tempo os tubos foram
centrifugados a 12.000 G a 4°C por 15 min. Foi aspirado o sobrenadante, sendo o “pellet”
obtido, lavado com 950uL de etanol 75% (Merck®) e centrifugado a 12.000 G durante 10
min. Apds, o mesmo foi seco em banho-maria seco a 56° C e ressolubilizado em 15uL de
agua previamente tratada com DEPC e incubado a 56°C por 10 minutos. O RNA foi estocado
a -70°C até a etapa de amplificagao.

A Reacao Transversa (RT) foi realizada num volume total de 20 pL, contendo 4 pL de
Buffer 5x, 2 uL de ANTP 10 mM, 2 puL de DTT (50 uM), 1 uL de SuperScript™ III Reverse
Transcriptase RT (200 U/ uL) - Invitrogen®, 1 pL de Random primers (50 nM), 3 pL de dgua
ultra-pura e 7 uLL de RNA previamente desnaturado.

Com o objetivo de realizar a desnaturacdo do RNA, as amostras de foram submetidas
a 95°C/ 5 minutos, sendo imediatamente mantidas em banho de gelo. A RT foi realizada a
temperatura de 37° C por uma hora e a 70° C por 15 minutos com hold a 4° C em

termociclador.

3.4.1.1 Rotavirus

A reagdo de PCR para diagndstico de rotavirus do grupo A foi realizada num volume
total de 25 puL, contendo 1X PCR Buffer, 0,5 uM de cada primer (VP6F e VP6AS), 1,5 U de
Platinum® Taq DNA Polymerase, 1,5 mM de MgClz, 5 uL de RNA (amostra) e agua ultra-
pura g.s.p. 25 pL. Os tubos foram submetidos a 40 ciclos de 95°C por 3 minutos, 95°C por 1
minuto, 50°C por 1 minuto e 30 segundos, 72°C por 1 minuto, 72°C por 10 minuto e hold de
10°C.

Os produtos provenientes da reacdo de PCR foram visualizados pela eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 0,5X, corados com brometo etideo a 5% e visualizados
sob luz UV. O produto esperado foi de 598 pares de base (pb), de acordo com a adi¢do de 100
Bp DNA Ladder (Invitrogen). A todos os ensaios foi acrescida a amostra padrao NCDV de
rotavirus do grupo A e agua ultra pura, respectivamente, como controles positivo e negativo

(Quadro 5).
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Primer VP6 Sequéncia (5°2>3”) Amplicon (pb)
VP6F* (senso) GGCTTTTAAACGAAGTCTTC 1-20
VP6AS579-598 598?
CCAGCTACYTGAATTTCTGA 579-598
(antisenso)

Quadro 5: Descri¢do do primer VP6 utilizado para a deteccdo do rotavirus.

Os amplicons provenientes das reacdes de PCR que resultaram positivas foram

sequenciados para confirmacao dos resultados.

Inicialmente eles foram tratados com EXOSAP-IT® seguindo as recomendagdes do
fabricante.

Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o BigDye XTerminator® Purification
Kit v. 3.1 (Life Technologies®) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

Para a remog¢ao de terminadores nao incorporados, as amostras fecais foram tratadas
com Big Dye Xterminator™ (Life Technologies®) e as sequéncias nucleotidicas definidas em

Sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.4.1.2 Coronavirus

Foi inicialmente realizada uma reag¢ao visando o diagndstico genérico de coronavirus
e em seguida uma reagao tipo "nested" visando detec¢do de Beta-coronavirus.

A primeira amplificacdo foi realizada num volume total de 25 pL, contendo 1X PCR
Buffer, 0,5 uM de cada primer (4Bm e 2Bp), 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polymerase, 1,5
mM de MgCl, 5 pL de RNA (amostra) e agua ultra-pura q.s.p. 25 pL. Os tubos foram
submetidos a 6 ciclos de 94°C por 2 minutos, 94°C por 1 minuto, 40°C por 2 minuto, 72°C
por 1 minuto, em seguida 36 ciclos de 94°C por 1 minuto 50°C por 1 minuto e 30 segundos,
72°C por 1 minuto, 72°C por 10 minuto e hold de 10°C.

Os produtos provenientes da reacdo de PCR foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 0,5X, corados com brometo etideo a
5% e visualizados sob luz UV. O produto esperado ¢ de 251 pares de base (pb), de acordo
com a adi¢do de 100 Bp DNA Ladder (Invitrogen).

Em todos os ensaios foi acrescida a amostra padrdo BcoV de coronavirus e dgua ultra

pura, respectivamente, como controles positivo e negativo (Quadro 6).
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Amplicon
Primer Sequéncia (57>37)
(pb)
2Bp (senso) ACTCA(A/G)(A/T)T(A/G)AAT(T/C)TNAAATA(T/C)GC 551

4Bm (antisenso) TCACA(C/T)TT(A/T)GGATA(G/A)TCCCA

Quadro 6: Descri¢@o do primer utilizado para a detec¢do do coronavirus.

A reagao "nested"-PCR realizada num volume total de 25 pL, contendo 1X PCR
Buffer, 0,5 uM de cada primer (CV2U e CV2L, 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polymerase,
1,5 mM de MgCl,, 5 uL de do produto proveniente da primeira amplificagdo por PCR e dgua
ultra-pura q.s.p. 25 pL (BRANDAO et al, 2005). Para a amplificagdo, os tubos foram
submetidos a 40 ciclos de 94°C por 2 minutos, 94°C por 1 minuto, 54.8°C por 1 minuto e 30
segundos, 72°C por 1 minuto, 72°C por 10 minuto e hold de 10°C.

Os produtos provenientes da reagdo de PCR foram visualizados pela eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 0,5X, corados com brometo etideo a 5% e visualizados
sob luz UV.

O produto esperado ¢ de 136 pares de base (pb), de acordo com a adi¢do de 100 Bp
DNA Ladder (Invitrogen). A todos os ensaios foi acrescida a amostra padrdo BcoV de
coronavirus e agua ultra pura, respectivamente, como controles positivo e negativo (Quadro

7).

) ) Amplicon
Primer Sequéncia (5°>3”)
(pb)
CV2L (senso) AACATCTTTAATAAGGCGRCGTA
Corona 136

CV2U(antisenso) TACTATGACTGGCAGAATGTTTCA

Quadro 7: Descrigdo do primer CV2 utilizado para a detec¢do do coronavirus.
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3.4.2 Pesquisa de Agentes Bacterianos

3.4.2.1 Enterobactérias

Os swabs em meio de transporte Stuart foram levados para o Laboratorio de Doengas
Infeciosas do Departamento de Medicina Veterinaria — DMV/UFRPE, Recife/PE com a
coordenagdo do Professor Doutor Rinaldo Aparecido Mota.

Uma aliquota das amostras de swabs foi incubada em caldo BHI (Brain Herat
Infusion) em estufa bacterioldogica a uma temperatura de 37°C por 24 h e posteriormente
realizado o subcultivo em dgar MacConkey novamente a 37°C por 24 horas. Em seguida,
foram avaliadas as caracteristicas morfologicas das colonias isoladas e procedeu-se a técnica
de Gram. A diferenciacdo das bactérias Enterobacteriaceae foi realizada por testes
bioquimicos relacionados a atividade catabolica da bactéria e demonstrando um substrato
especifico.

As colonias foram analisadas individualmente quanto aos aspectos morfologicos e
bioquimicos. Quanto aos aspetos morfolégicos foram considerados a cor, aspecto, tamanho,
crescimento, forma e hemolise. Quanto aos testes bioquimicos verificou-se se a colonia reagiu
positivamente ou negativamente ao citrato, lisina, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer

(VP), meio triple sugar iron (TSI), urease, motilidade, indol e H,S (Tabela 1).

3.4.2.1.1 Escherichia coli

Durante o periodo novembro de 2011 a abril de 2013, as amostras identificadas como
Eschericha coli foram armazenadas em meio BHi glicerinado e encaminhadas para o
Laboratorio de Biologia Molecular Bacteriana no Departamento de Genética, Evolugdo e
Bioagentes da Universidade de Campinas (UNICAMP), Campinas/SP. As analises foram
realizadas com a coordenagdo do Professor Doutor Wanderley Dias da Silveira e do pos
doutorando Renato Paris Maluta.

Das amostras anteriores ndo foram diferenciadas as cepas de E. coli, pois somente
com os resultados dos isolamentos de enterobactérias e a constatacdo de que estas poderiam
ser comuns ao ambiente, se optou por tentar isolar cepas patogénicas.

As amostras foram semeadas em meio de cultura com agar base e realizada a

confirmacdo da especificagdo. As amostras confirmadas como E. coli foram entdo



56

processadas pela reacdo em cadeia da polimerase - PCR, sendo utilizadas somente as cepas
causadoras de doengas gastrintestinais. Nas placas de gel foram utilizados os primers dos
grupos enteropatogénicos (EPEC), enterotoxicogénico (ETEC), produtores de Shiga-toxina

(STEC), EXPEC e grupos filogenéticos.

Tabela 1: Demonstracdo da diferenciacdo bioquimica de enterobactérias, com destaque dos parametros
utilizados nas analises realizadas, exemplificando cinco das enterobactérias utilizadas (Adaptacio de

BUCHANAN, GIBBON E BERGEY, 1975)

, Escherichia Klebsiella Enterobacter  Proteus

Testes\espécies . Salmonella . .

coli pneumoniae aerogenes vulgaris
Glicose Gas + + + + +
Lactose + D + + -
Sacarose D - + + +
Citrato - + + + +-
Vermelho De Metila + + - - +
Voges-Proskauer - - + + d
Producao Hss - + - - +
Indol + - d - +
Lisina + + - + d
Urease - - - (d) +
Motilidade +- + - + +

D = diferentes reagdes em diferentes espécies de um género; d = diferentes reacdes em diferentes isolados; (d) =
diferentes reacdes em diferentes isolados tardiamente; X = reagdes tardias e irregularmente positivas (mutantes);

(+) = reagdes tardias, mas sempre positivas; ((+)) = liquefagao muito lenta.

Para a identificacdo de E. coli patogénicas, foi extraido o DNA microbiano segundo
a técnica proposta por Keskimaki et al. (2001) com pequenas modificacdes. As aliquotas de
agua peptonada de cada amostra, semeadas em um tubo de ensaio contendo 1 mL de caldo
BHI foram incubadas “overnight” a 37°C. A cultura foi centrifugada a 15.000 G em tubo
eppendorf® para a precipitagdo das células e descarte do sobrenadante. As células
precipitadas foram ressuspensas em 250uL de dgua Milli-Q estéril e agitadas em vortex por
30 segundos.

As amostras confirmadas e isoladas de E. coli para STEC, EPEC, ETEC, EIEC e
EAEC foi realizado a PCR separadamente para cada patétipo de E. coli. Para STEC e EPEC

foram utilizados os genes stx1, stx2 e eae, para EPEC utilizou-se os genes eae e bfp, para
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ETEC utilizou-se os genes estA, estB, elt e f4, para EIEC utilizou-se os genes virF e ipaH e
para EAEC utilizou-se os genes aafll e aggR.

Para a detec¢do dos grupos filogenéticos foi realizada a identificagdo dos genes
chuA, yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2 e para os isolados positivos foram utilizados

os oligonucleotideos iniciadores segundo proposto por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000),

seguindo arvore dicotomica (Figura 12).

chuA
® ©
[B20orD | BlorA |

} }
i

B2 p| [Bi] A
Figura 12. Arvore dicotdmica para determinar o grupo filogenético cepa

de E. coli, utilizando os resultados da PCR dos genes chuA, yjaA e
TspE4.C2

As reacdes foram submetidas com termociclador com ciclos de acordo com a os
primers utilizados supracitados (Figura 13). Os produtos amplificados foram entdo
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, e usado como referéncia, um
marcador de peso molecular conhecido (100 pb DNA Ladder - Invitrogen®) e o tamanho do

produto amplificado e suas respectivas temperaturas de pareamento e controles positivos

foram descritos na Tabela 2.
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Figura 13: Processo de amplificagdo da Reagdo de Cadeia da Polimerase - PCR de Escherichia coli. A: Aparelho
termociclador; B: Tela de etapas da termociclagem; C: Especificacdes dos ciclos realizados; D: Coloragdo do gel

com brometo.
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Tabela 2. Nucleotideos iniciadores (NI), tamanho do produto de amplificagdo (TPA) e suas respectivas

temperaturas de pareamento (TP).

Tamanho do Temp. (°C) Controle '
Gene(s) N Referéncia
fragmento (pb) Positivo
FVLI16 (LE BOUGUENEC,
sfaD/E 410 60 ARCHAMBAUD e
LABIGNE, 1992)
FVLI16 (JOHNSON e STELL,
papC 200 60
2000)
Afa 809 60 FVL35 (EWERS et al., 2007)
APECO1 (JOHNSON e STELL,
utA 302 62
2000)
iucA 1100 55 FVLI16 (SAVARINO et al., 1991)
APECO1 (JOHNSON e STELL,
kpsMTII 269 60
2000)
EcL661 (CEBULA, PAYNE e
Stx1 348 60
FENG, 1995)
EcL661 (CEBULA, PAYNE e
Stx2 584 60
FENG, 1995)
EcL661 (STACY-PHIPPS,
EAE 482 60
MECCA e WEISS, 1995)
EcL780 (STACY-PHIPPS,
It 218 60
MECCA e WEISS, 1995)
(STACY-PHIPPS,
stll 129 60

MECCA e WEISS, 1995)

Legenda: Temp. = temperatura.

3.4.2.1.2 Salmonella spp.

O material fecal do swab retal foi submetido ao processo de pré-enriquecimento

(Agua Peptonada) e enriquecimento seletivo (Caldos Rappaport e Tetrathionato).

Posteriormente, as amostras foram semeadas em meios semi-solidos (dgar XLD e Verde

Brilhante), com intuito de visualizar o crescimento de colonias caracteristica do género.
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3.4.2.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

As colonias com crescimento bacteriano foram submetidas a testes de sensibilidade
antimicrobiana in vitro qualitativos expressando os resultados em sensivel, intermediario ou
resistente. Para se obter este resultado foi utilizado o teste de difusdo em disco. Os
antibidticos escolhidos para o teste de sensibilidade fora de acordo com os farmacos utilizados
na rotina clinica do CMA/ICMBio. Foram testadas a sensibilidade para os antibidticos
neomicina, ampicilina, amoxicilina, penicilina, tetraciclina, norfloxacina, gentamicina e

eritromicina (Figura 14).

Figura 14: Teste em disco de sensibilidade de antibioticos. A) Disco de sensibilidade antimicrobiana CECON®; B)

Placa de Petri impregnada com a bactéria e inseridos os discos de sensibilidade.

3.4.3 Exames Sorolégicos

3.4.3.1 Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp

O exame sorologico foi realizado no Laboratério de Zoonoses Bacterianas do VPS-
FMVZ/USP em Sao Paulo/SP sob supervisao do Professor Doutor José Soares Ferreira Neto.

Os soros sanguineos dos animais foram examinados por meio da Microtécnica de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) (COLE; SULZER e PURSELL, 1973; BRASIL, 1995)
com uma colecdo de 24 estirpes de leptospiras vivas que incluira os sorovares: Andamana,
Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo, Canicola, Castellonis, Copenhageni,
Cynopteri, Grippotyphosa, Hardjo (hardjoprajtino), Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,

Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi, Whitcombi e
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Wolffi. Os antigenos foram mantidos em meio liquido de EMJH modificado. Os soros dos

animais foram triados na dilui¢ao de 1:100 (dilui¢ao de corte).

3.4.3.2 Pesquisa de anticorpos anti-Brucella spp.

Os exames sorologicos foram realizados no Laboratério de Zoonoses Bacterianas do
VPS-FMVZ/USP, Sao Paulo/SP sob supervisdo do Professor Doutor José Soares Ferreira
Neto.

Para pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus foi realizada a triagem com o
Teste de Rosa Bengala (TRB) com antigeno acidificado tamponado (AAT) utilizando como
antigeno Brucella abortus (cepa 1119-3) (Figura 15) (ALTON et al., 1976, BRASIL, 2013).
Este teste de soroaglutinagdo classificou os animais como positivos ou negativos (KRUZE,
1975; OMS, 1986).

Figura 15: Etapas do teste sorologico de rosa bengala para a triagem das amostras para Brucella

abortus. A: Amostra sorologica para a analise anti-Brucella abortus; B: Antigeno utilizado para a

triagem de soropositivos para Brucella abortus na realizagdo do teste de rosa bengala; C: Placa de
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vidro com marcagdes quadriculares para a mistura de soro com antigeno e para visualizacdo da

soroaglutinagdo, quando positivos; D: Exemplo de visualiza¢do de soroaglutinagio positiva.

3.4.3.3 Pesquisa de anticorpos anti-7oxoplasma gondii

O exame soroldgico foi realizado no Laboratorio de Doencas Parasitarias do
Departamento de Medicina Veterindria — UFRPE, Recife/PE sob a supervisao do Professor
Doutor Jean Carlos Ramos Silva ¢ no Laboratorio de Doengas Parasitarias do VPS-
FMVZ/USP, Sao Paulo/SP sob a supervisdao da Professora Doutora Solange Maria Gennari.
Para detec¢dao de anticorpos anti-7. gondii utilizou-se o Teste de Aglutinagdo Modificada
(MAT) com taquizoitos inativados na formalina e 2-mercaptoetanol. O ponto de corte foi
estabelecido em titulo 25, representando indicacdo de infec¢do passada pelo 7. gondii
(DUBEY et al., 2003; CABEZON et al., 2004). O titulo foi determinado pela maior dilui¢do

na qual houve aglutinacdo (Figura 16).
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Figura 16: Etapas de realizacdo do Teste de Aglutinagdo Modificada (MAT) para detec¢do de anticorpos anti-

Toxoplasma gondii. A: kit de materiais para a realizagdo do MAT; B: amostras sendo preparadas nas microplacas em
“U”; C: microplaca para leitura do MAT apds over night, mostrando a divisdo da placa por amostras; D: Suporte ¢
microplaca para detec¢do de anticorpos anti-Toxoplasma gondii; E: Leitura negativa para a detec¢do de anticorpos
anti-Toxoplasma gondii demonstrando a aglutinagdo no fundo da placa; F: Leitura positiva pra a detecgdo de

anticorpos anti-7oxoplasma gondii.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 Analise de Sobrevida
A analise de sobrevida foi realizada no Laboratério de Epidemiologia e Bioestatistica
do VPS-FMVZ/USP, Sao Paulo/SP sob supervisao do Professor Doutor Ricardo Augusto

Dias.

3.5.1.1 Permanéncia dos Peixes-Bois Marinhos no CRAS/PE

O tempo de permanéncia dos animais no CRAS/PE foi calculado a partir da data da
admissdo dos animais (sejam eles capturados em encalhes nas praias ou estuarios e,
posteriormente, encaminhados ao CRAS/PE ou nascidos no proprio CRAS/PE) e a data da
saida dos animais (seja por Obito ou translocagdo para outro local). O tempo de permanéncia
foi calculado em dias, entre 01 de janeiro de 1987 e 31 de dezembro de 2013. Nao foram
incluidos os animais resgatados mortos, entretanto os natimortos foram incluidos, pois a
reproducdo destes animais ocorreu em cativeiro.

A andlise de sobrevida (permanéncia no CRAS/PE) dos animais foi realizada por
meio da determinagdo da tabua de vida e da funcdo de sobrevida considerando-se periodos de
um ano para a analise cumulativa. A andlise foi estratificada para sexo (fémea e macho) e
destino (transloca¢do ou ndo), sendo a mediana do tempo de sobrevida comparada através da
analise de Kaplan-Meier.

Para a verificacdo da destinacao dos animais (0bito, translocados, reintroduzidos ou
em cativeiro) foram considerados somente os animais que chegaram vivo no CRAS/PE.

Considerou-se como evento de sucesso (evento estudado) a mortalidade dos animais
no CRAS/PE e a translocagdo para outros locais.

A distribui¢@o dos tempos de permanéncia foi determinada através da elaboracao de
um histograma, sendo verificado se a distribuicdo era normal através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. As medianas dos tempos de permanéncia entre animais reintroduzidos e ndo
reintroduzidos foram comparadas através do teste de Mann-Whitney.

As analises foram realizadas no programa de computador SPSS 9.0.
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3.5.1.2 Mortalidade de animais no CRAS/PE

O tempo de permanéncia dos animais no CRAS/PE até o eventual 6bito foi calculado
a partir da data da admissdo dos animais (sejam eles capturados em encalhes nas praias ou
estuarios e, posteriormente, encaminhados ao CRAS/PE ou nascidos no proprio CRAS/PE) e
a data do 6bito. O tempo de permanéncia foi calculado em dias, entre 01 de janeiro de 1987 a
31 de dezembro de 2013.

Foi realizada a andlise de sobrevida (mortalidade no CRAS/PE) dos animais através
da determinagao da tabua de vida e da fungdo de sobrevida considerando-se periodos de um
ano para a analise cumulativa. A analise foi estratificada para sexo (fémea e macho), sendo a
mediana do tempo de sobrevida comparada através da andlise de Kaplan-Meier.

Considerou-se como evento de sucesso somente a mortalidade dos animais no
CRAS/PE.

A distribui¢ao do tempo de permanéncia até o Obito foi determinada através da
elaboracdo de um histograma, sendo verificado se a distribuicao era normal através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. As medianas do tempo de permanéncia até o Obito entre animais
reintroduzidos ndo foram comparadas através do teste de Mann-Whitney.

Foi realizada uma andlise de correlagdo entre os dados da populagdo de animais e o
namero de obitos entre 2003 ¢ 2013, utilizando-se o coeficiente de correlacao de Pearson.

As andlises foram realizadas no programa de computador SPSS 9.0.

3.5.2 Estudos de prevaléncia

Foi calculada a prevaléncia por periodos de um ano, de 2003 a 2013 somente no
CRAS/PE. Para isso, o numero total de animais alojados foi calculado para cada ano e,
considerando-se o nimero de animais amostrados, foi calculado o intervalo de confianca
destas estimativas utilizando-se o programa de computador EpiTools, utilizando o método
binomial exato e nivel de confianga de 95%.

Para os animais sem registro de saida do CRAS/PE foi considerado como tempo de
alojamento somente o ano de entrada no CRAS/PE, uma vez que estes animais ndo possuiam
data de saida, seja por obito ou translocacdo foram portanto considerados ainda presentes no
CRAS/PE.

Para os animais que tiveram mais de uma amostra colhida em cada ano, foi

considerada uma unica amostra. Caso houvesse a0 menos uma amostra positiva, o animal foi
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considerado positivo. Caso todas as amostras fossem negativas, foi considerado negativo. No
caso de titulagdes, foi considerado o ultimo teste do ano em questao.
Para cada agente estudado foi realizado o estudo de prevaléncia das amostras

analisadas, independentemente das prevaléncias do CRAS/PE.
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4 RESULTADOS

As analises dos resultados foram realizadas de acordo com a presenga ou auséncia
dos patdgenos pesquisados, porcentagem de animais soropositivos para a presenca de
anticorpos e na analise da sobrevida. Ao todo, foram analisados 94 peixes-bois marinhos para
a analise de sobrevida, 19 animais para pesquisa de rotavirus e coronavirus, 30 animais para o
isolamento de enterobactérias, 16 animais para analise molecular pela PCR para pesquisa de
Escherichia coli, 58 animais para pesquisa de anticorpos anti-B. abortus, 55 animais para
pesquisa de anticorpos anti-7. gondii e animais 54 para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira
spp. (Apéndice B).

Os resultados de enterobactérias e de teste de sensibilidade foram compilados no

Apéndice C.

4.1 Pesquisa de Agentes Virais

4.1.1 Rotavirus

Dos 18 animais avaliados, 10 (55,5%) foram verificados com a presenca do virus
(Figura 17). Dentre os positivos, 30% (3/10) eram fémeas e 70% (7/10) machos. Quanto a
faixa etaria, 50% (5/10) eram filhotes, 20% (2/10) juvenis e 30% (3/10) adultos.

Com relagdo a origem, 80% (8/10) dos animais eram do CRAS/PE e 20% (2/10) do
CRAS/AL.

4.1.2 Coronavirus
Todas as amostras fecais foram negativas para coronavirus, ndo tendo sido observado

este agente nas amostras analisadas.
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA com as cepas de rotavirus amplificados pela

Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR). A migracdo ocorreu de cima para baixo e o tamanho dos produtos

de amplificagdo estdo visualizados a esquerda.

4.2 Pesquisa de Agentes Bacterianos

4.2.1 Enterobactérias

Dentre as analises das enterobactérias, 20 (66,7%) foram identificados com ao menos
uma bactéria. E. coli foi predominantemente a bactéria mais encontrada (Tabela 3), sendo por
esta razdo realizada a tentativa de identificagdo deste grupo de bactérias pela andlise
molecular pela PCR.

As bactérias encontradas foram Escherichia coli (25,8%, 34/132); Enterobacter
aerogenes (12,9%, 17/132), Pseudomonas sp. (11,4%, 15/132), Staphylococcus sp. (9,1%,
12/132), Edwasiella tarda (7,6%, 10/132), Enterobacter agglomerans (6,1%, 8/132), Proteus
sp (5,3%, 7/132), Proteus vulgaris (4,5%, 6/132), Corinebacterium sp. (3,8%, 5/132),
Streptococcus sp. (3,8%, 5/132), Providencia sp. (3%, 4/132), Arizona sp. (1,5%, 2/132),
Enterobacter sakazaki (1,5%, 2/132), Klebsiella sp. (1,5%, 2/132), Bacillus sp. (0,8%, 1/132),
Citrobacter sp. (0,8%, 1/132) e Enterobacter sp. (0,8%, 1/132).
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Tabela 3: Enterobactérias encontradas nos swabs de peixes-bois marinhos (7richechus manatus) cativos do

Brasil, demonstrando a quantidade de bactérias isoladas em cada tipo de swab e a quantidade isolada de cada

bactéria.

Agente Etiologico Nasal Oral Genital Retal Abscessos Total
Arizona sp. 1 1 0 0 0 2
Bacillus sp. 1 0 0 0 0 1

Citrobacter sp. 0 0 0 1 0 1
Corynebacterium sp. 2 2 0 1 0 5
E. coli 8 5 2 16 3 34
Edwasiella tarda 4 4 1 1 0 10
Enterobacter aerogenes 3 11 2 1 0 17
Enterobacter agglomerans 5 2 1 0 0 8
Enterobacter sakazaki 0 2 0 0 0 2
Enterobacter sp. 1 0 1 0 0 2
Klebsiella sp. 0 2 0 0 0 2
Proteus sp. 5 0 0 2 1 8
Proteus vulgaris 2 0 2 2 0 6
Providencia sp. 1 1 0 2 0 4

Pseudomonas sp. 14 1 0 0 0 15

Staphylococcus sp. 3 4 2 0 3 12

Streptococcus sp. 0 4 1 0 0 5

Total 50 39 12 26 7

Em todos os locais de colheita de swabs e nos animais foram encontrados E. colli,
sendo que 47,1% (16/34) destas foram encontradas nos swabs retais, 32,4% (11/34) nos swabs
nasais; ¢ em 14,7% (5/34) nos swabs orais, 8,8% (3/34) e nos casos de animais com
abscessos.

As bactérias encontradas nos abscessos foram Staphylococcus sp. (42,9%, 3/7), E.
coli (42,9%, 3/7) e Proteus sp. (14,3%, 1/7). Um animal apresentou recidiva durante todo o
experimento, no entanto os achados foram semelhantes em todas as ocasides.

Nos swabs retais foram encontradas 61,5% (16/26) de E. coli, Proteus sp. 7,7%
(2/26), Proteus vulgaris 7,7% (2/26), Providencia sp. 7,7% (2/26), Citrobacter sp. 3,8%
(1/26), Corynebacterium sp. 3,8% (1/26), Edwasiella tarda. 3,8% (1/26) e Enterobacter
aerogenes 3,8% (1/26).
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Entre os swabs genitais, foram encontradas 16,7% (2/12) de E. coli, 16,7% (2/12) de
Staphylococcus sp,, 16,7% (2/12) de Enterobacter aerogenes, 16,7% (2/12) de Proteus
vulgaris, 8,3% (1/12) de Edwasiella tarda, 8,3% (1/12) de Enterobacter agglomerans, 8,3%
(1/12) de Enterobacter sp, 8,3% (1/12) de Streptococcus sp.

Nas amostras colhidas do swab nasal foram identificadas as seguintes: Pseudomonas
sp. (28%; 14/50), E. coli (16%; 8/50), Enterobacter agglomerans (10%; 5/50), Proteus sp.
(10%; 5/50), Edwasiella tarda (8%; 4/50), Enterobacter aerogenes sp. (6%; 3/50),
Staphylococcus sp. (6%; 3/50), Corynebacterium sp. (4%:; 2/50), Proteus vulgaris (4%:; 2/50),
Arizona sp. (2%; 1/50), Bacillus sp. (2%; 1/50), Enterobacter sp. (2%; 1/50), Providencia sp.
(2%; 1/50).

Nos swabs orais foram isoladas 28,2% (11/39) de Enterobacter aerogenes, 10,3%
(4/39) de Edwasiella tarda, 12,8% (5/39) de E. coli, 10,3% (4/39) de Staphylococcus sp.,
10,3% (4/39) de Streptococcus sp., 5,1% (2/39) de Corynebacteirum sp., 5,1% (2/39) de
Enterobacter agglomerans, 5,1% (2/39) de Enterobacter sakazaki, 5,1% (2/39) de Klebsiella
sp., 2,6% (1/39) de Arizona sp., 2,6% (1/39) de Providencia sp. e 2,6% (1/39) de

Pseudomonas sp.

4.2.1.1 Escherichia coli
As amostras para identificacdo de E. coli patogénica foram positivas, ou seja, houve
identificacdo utilizando os primers em 11 amostras (Tabela 4), sendo uma para Stec, uma para
ETEC, uma para EPEC e oito para EXPEC (2 kpsMTII, 1 papC, 1 afa e 2 sfa) (Figura 18).
Para a filogenia, seis amostras pertenceram ao grupo A, trés ao grupo D, trés Bl e

trés B2.
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Tabela 4: Resultados da tentativa de identificagdo das cepas de Escherichia coli de acordo com os primers

utilizados
: STEC EPEC ETEC ExPEC Filogenia
Animal Amostra :
stel  six2 Eae stll It iutA kpsMTII papC afa sfa (Phylogroup)

Oral 1 - - - - - - - - - - D
3 Oral 2 - - - - - - - - - A
Retal - - - - - - - - - - B1
9 Oral - + - - - - - - - A
Retal - - - - -+ - + - - D
17 Retal - - - - - - + - - - D
30 Oral - - - - - - - - - A
Retal - - - - - - - - - - A

33
Oral - - - - - - - - - - Bl
34 Retal - - - - - - } j + . A
54 Oral - - - - - - - - - - Bl
Nasal 1 - - - - - - + i, I B2
56 Nasal 3 - - + - - - + i I B2
Nasal - - - - - - + - - - B2
Nasal - - - - - - - - - - A

61
Retal - - - - - - - - - - B1

92 Genital - - - - - - - - - A
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA para analise de Escherichia coli amplificados
pela Reagdo de Cadeia da Polimerase (PCR). A migracao ocorreu de cima para baixo e o tamanho dos produtos

de amplificagdo estdo visualizados a esquerda. Foram utilizados os primers. A: primer EAE; B: primer kpx/stx.

4.2.1.2 Salmonella spp.
Neste estudo a bactéria Salmonella spp. ndo foi isolada em nenhuma das amostras

analisadas.

4.2.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

Todas as amostras testadas demonstraram resisténcia para a0 menos um antibiotico.
Nos testes de sensibilidade antimicrobiana realizados 67,4% (426/632) foram resistentes,
enquanto que 26,7% (169/632) foram sensiveis e 5,9% (37/632) apresentaram uma
sensibilidade intermediaria.

O antibidtico com maior resisténcia apresentado foi a penicilina com 81,3%
(100/123) das amostras testadas apresentando resisténcia, seguida da eritromicina com 74,7%
(56/75), amoxicilina com 74%, (91/123), ampicilina 67,5% (83/123), gentamicina com 61,5%
(40/65) e a com menor resisténcia a tetraciclina com 45,5% (56/123).

Nas amostras isoladas de abscessos, 97,1% (34/35) foram resistentes aos antibioticos

testados e somente 2,9% (1/35) foi sensivel a um unico antibidtico, a gentamicina. Dentre as
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bactérias encontradas nos swabs retais 69,5% (73/105) foram resistentes seguidas
respectivamente por 69% (165/239) nos swabs nasais, 67,3% (37/55) nos swabs genitais e

59,1% (117/198) nos swabs orais.

4.3 Exames Sorologicos

Nos exames sorologicos realizados verificou-se uma co-infecgdo com a presenca de
anticorpos anti-Leptospira spp. € anti-7. gondii. O animal foi uma fémea adulta cativa no

CRAS/PE.

4.3.1 Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp.

Dentre 54 peixes-boi marinhos examinados, 5 (9,2 %) foram soropositivos para
anticorpos anti-Leptospira spp. Os sorovares encontrados foram: Australis, Autumnalis,
Bataviae, Brastislava, Butembo, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Panama e Pomona. Os
sorovares mais prevalentes com respectivos titulos foram: Australis (1600), Autumnalis (800),
Bataviae (200), Brastislava (800) e Icterohaemorrhagiae (1600). A Tabela 5 mostra os
resultados dos animais soropositivos segundo identificagdo, sexo, data de colheita, origem e
sorovares encontrados. Somente os cativeiros (CRAS) de Alagoas e Pernambuco
apresentaram animais SOropositivos.

Com relacdo ao sexo, dentre os 28 machos examinados, 3 (10,7%) foram
soropositivos e das 26 fémeas, 2 (7,7%) foram soropositivas. Todos os peixes-bois marinhos
soropositivos eram adultos. De acordo com a origem, dois (5,3%) dos 38 “animais em
reabilitagdo” no CRAS/PE e trés (18,7%) dos 16 “animais em adaptagdo” nos CRAS/AL

foram soropositivos. No CRAS/PB todos os quatro foram soronegativos.
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Tabela 5: Peixes-bois marinhos (7richechus manatus) em cativeiro adultos soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp., segundo identificagdo, sexo, data de colheita,

origem e sorovares encontrados. Brasil, 2014.

Sorovares

ID SEXO DATA PROCEDENCIA Icterohaemorragiac Butembo Brastilava Australis Pomona Copenhageni Autumnalis Panama Bataviae
7 M 17/08/2009 CRAS/PE 200 100 - 800 - - - - -
14 F  09/09/2009 CRAS/AL 400 200 800 400 - 100 200 - -
14 F  28/01/2010 CRAS/AL 400 - 800 400 200 - 400 400 -
18 M  02/04/2013 CRAS/AL - - - - 100 - - - -
18 M  26/02/2013 CRAS/AL - - - - - - - - 200
18 M  19/03/2013 CRAS/AL 1600 - - - - - - : :
18 M 26/03/2013 CRAS/AL - - - 800 - - - : :
18 M 23/05/2013 CRAS/AL 100 - - 800 - - - : :
20 M 21/03/2012 CRAS/PE 100 - - - - - - : :
28 F  02/06/2010 CRAS/PE 100 - - - - - - : :

Legenda: ID: identificacdo do peixe-boi marinho na pesquisa. M: macho, F: Fémea. CRAS/PE: Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres de Pernambuco, CRAS/AL:

Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres de Alagoas.
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4.3.2 Pesquisa de anticorpos anti-Brucella spp.

Dentre os animais analisados, cinco foram positivos no exame de triagem com o
Teste de Rosa Bengala (Teste do Antigeno Acidificado), sendo quatro fémeas ¢ um macho,
todos adultos, dois oriundos do CRAS/PE e dois do CRAS/PB foram soropositivos.
Entretanto, no exame confirmatério realizado com o Teste de Fixacdo de Complemento, todas

estas amostras foram negativas, sendo entdo considerados animais soronegativos.

4.3.3 Pesquisa de anticorpos anti-7oxoplasma gondii

Dos 55 peixes-boi marinhos examinados, 6 (10,9 %) apresentaram anticorpos anti-7.
gondii com titulos de 50 (trés animais), 500 (um animal), 3200 (um animal) e 25600 (um
animal), sendo trés machos e trés fémeas, dois jovens e quatro adultos. Considerando a
origem dos peixes-boi marinhos a soropositividade foi: CRAS/AL 16,7% (2/12), CRAS/PE
10,5% (4/38) e nenhum no CRAS/PB.

4.4 Analise de Sobrevida

4.4.1 Permanéncia dos Peixes-Bois Marinhos no CRAS/PE

Foram alojados 94 individuos diferentes entre 1987 e 2013, sendo 44 (47,8%) fémeas
e 50 (53,2%) machos de faixas etarias variadas, sendo que seis destes animais foram animais
natimortos nascidos em cativeiro. Entretanto, para as andlises de sobrevida, foram
considerados 91 peixes-bois marinhos, pois ndo foi possivel determinar o tempo de
permanéncia para trés individuos. Para sete individuos, ndo havia registro do dia exato do
obito ou transloca¢do, somente o més, sendo atribuido o dia 15 do més correspondente.

Observou-se, na populacdo geral, que o numero de animais alojados no CRAS/PE
reduziu-se acentuadamente até o oitavo ano de permanéncia, estabilizando-se ao redor de 15%

apos este periodo (Figura 19).
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Figura 19. Funcao de sobrevida do tempo de permanéncia de peixes-bois marinhos (7Trichechus manatus)

alojados no CRAS/PE, no periodo de 1987 a 2013.

Uma vez que a distribui¢do dos dados de tempo de permanéncia ndo apresentou
distribuicao normal (p < 0,001), o tempo mediano de permanéncia dos animais no CRAS/PE
foide 1.267 dias (IC95% 1.033,5 — 1.500,5 dias).

Apesar de, na comparacdo dos sexos tanto graficamente (Figura 20) quanto através
da observacao da tdbua de vida, o tempo de permanéncia estabilizar-se acima de 20% para
fémeas e abaixo de 10% para machos, ndo houve diferenca significativa entre as fungdes de

sobrevida dos sexos (p = 0,515).
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Fungao de sobrevida (permanéncia no CRAS-PE)
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Figura 20. Fun¢do de sobrevida do tempo de permanéncia de individuos fémeas e machos de peixes-bois

marinhos (Trichechus manatus) alojados no CRAS/PE, no periodo de 1987 a 2013, diferenciando animais

censurados.

Os tempos medianos de permanéncia de fémeas e machos foram, respectivamente,
1.093 dias (IC95% 633,4 — 1.552,6 dias) e 1.267 dias (1.056,1 — 1.477,9 dias). Os dados de
tempo de permanéncia de f€émeas e machos ndo apresentaram distribui¢ao normal (p = 0,002 e
p = 0,019, respectivamente).

Apesar de, graficamente (Figura 21) e através da observagdo da tdbua de vida, o
tempo de permanéncia de animais translocados ndo ultrapassar oito anos e se estabilizar ao

redor de 35% até seis anos, ndo houve diferenca significativa entre as fungdes de sobrevida

dos sexos (p = 0,585).
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Funcao de sobrevida (permanéncia no CRAS-PE)
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Figura 21. Funcdo de sobrevida do tempo de permanéncia de peixes-bois marinhos (7richechus manatus)

alojados no CRAS/PE, segundo destino, no periodo de 1987 a 2013.

As medianas dos tempos de permanéncia de animais translocados e ndo translocados

nado foi computada, pois todos os dados foram censurados para os animais translocados.

4.4.2 Mortalidade dos Peixes-Bois Marinhos no CRAS/PE
Observou-se, na populacdo geral, que a mortalidade dos animais cativos no
CRAS/PE foi mais acentuada no primeiro ano de vida em cativeiro, sendo que a sobrevida

estabilizou-se ao redor de 65%, apos o quarto ano de permanéncia (Figura 22).
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Func¢ao de sobrevida (mortalidade no CRAS-PE)
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Figura 22. Fun¢do de sobrevida do tempo de permanéncia até o 6bito de peixes-bois marinhos (7richechus

manatus) alojados no CRAS/PE, no periodo de 1987 a 2013.

Devido ao grande nimero de dados censurados, ndo foi possivel calcular a mediana
dos tempos de permanéncia até o Obito. O tempo médio de permanéncia dos animais até o
obito foi de 5.951 dias (IC95% = 4.766.5 — 7.135.5 dias).

O tempo mediano de permanéncia dos animais que morreram foi de 80 dias (IIQ =
1,5 — 668,5 dias) e dos animais que ndo morreram foi de 1.372,5 dias (IIQ = 960 — 2.071
dias), tendo sido observada diferenca significativa (p < 0,001).

Apesar de, graficamente (Figura 23) e através da observagdo da tabua de vida, o
tempo de permanéncia até o obito estabilizar-se ao redor de 70% para fémeas e ao redor de

60% para machos, ndo houve diferenca significativa entre as fungdes de sobrevida dos sexos
(p = 0,689).
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Figura 23. Funcdo de sobrevida do tempo de permanéncia até o dbito de individuos fémeas e machos de peixes-

bois marinhos (7richechus manatus) alojados no CRAS/PE, no periodo de 1987 a 2013.

Os tempos médios de permanéncia até o obito foram 5.951 dias (IC95% = 4.766,5 —
7.135,5) € 5.273,8 (1C95% = 4.062,6 — 6.485,1 dias) para f€émeas e machos, respectivamente.

Nao houve correlagdo entre o nimero de peixes-bois marinhos alojados e o niimero
de obitos, por ano, entre 2003 e 2013 (p = 0,247).

Quanto aos animais que chegaram vivo ao CMA/ICMBio (excluindo os natimortos),
seja oriundo do resgate ou nascido em cativeiro, desde o inicio, foram manejados 89 animais,
sendo que 40,4% (36/89) foram reintroduzidos, 28,1% (25/89) vieram a 6bito no CRAS/PE;
4,5% (4/89) vieram a 6bito nos cativeiros de readaptagdo, mas ja haviam passado por todo o

processo de reabilitagdo e 27% (24/89) encontram-se ainda no CRAS/PE (Figura 24).
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Figura 24: Grafico da destinagdo dos animais do CRAS/PE considerando os animais atualmente cativos, os

animais reintroduzidos e os que vieram a 6bito nos trés cativeiros do CMA/ICMBio.

Nao foi analisado nesta pesquisa o sucesso pos-soltura, somente o sucesso de
reabilitacdo dos animais resgatados para a reintrodu¢do. Com isso, avaliando os animais que
estiveram no CRAS/PE, 44,9% dos animais (40/89) foram aptos para a soltura e com isso
translocados para um dos cativeiros de adaptacdo com a finalidade de reintrodugdo, 28,1%
(25/89) estao ainda no CRAS/PE, porém com animais saudaveis, totalizando um sucesso de
reabilitagdo de 73% (65/89) e um insucesso de 27% (24/89) animais que vieram a 6bito no

CRAS/PE antes da translocagao (Figura 25).
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Figura 25: Grafico de sucesso da reabilitagdo dos animais manejados vivos pelo CMA/ICMBio, demonstrando a

destinag@o distribuidos em animais translocados, animais atualmente em cativeiro e animais que vieram a 6obito.

4.4.3 Analise da Prevaléncia

As taxas de prevaléncias foram calculadas de acordo com o nimero de casos
existentes no momento da pesquisa para a populacdo de peixe-boi marinho cativa.

Devido ao baixo nimero de amostras e de resultados positivos, ndo foram feitas

estratificagdes para a andlise estatistica.
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5 DISCUSSAO

Esta pesquisa representa a primeira investigacdo epidemioldgica dos agentes
etiologicos rotavirus, coronavirus, enterobactérias, Salmonella spp. e Escherichia coli, da
ocorréncia de anticorpos anti-Brucella abortus, anti-Leptospira spp. € anti-Toxoplasma gondii
e da analise da sobrevida da permanéncia e mortalidade de peixes-bois marinhos (7richechus
manatus) mantidos em cativeiro do Brasil. Vale ressaltar a magnitude destes resultados, pois
100% (n=94) dos peixes-boi marinhos manejados pelo CMA/ICMBIio em cativeiro no Brasil
desde 1987 até o momento do término desta pesquisa em 31 de dezembro de 2013, foram
analisados quanto a andlise de sobrevida. Alem disso, o CRAS/PE localizado na Ilha de
Itamaracd, Estado de Pernambuco serve de quarentenario para os filhotes resgatados com o
objetivo de reintroduzi-los. Desta forma, este local juntamente com os “recintos de
adaptac¢do” dos CRAS/AL e CRAS/PB sdo importantes locais para a investigagdo de estudos
epidemiologicos e para a conservacao da espécie.

Em pesquisas anteriores realizadas com peixes-bois marinhos em cativeiro do Brasil
verificou-se a presenca de 46,42% (13/28) de oocistos de Cryptosporidium spp. (BORGES et
al., 2007), investigou-se bactérias do trato respiratorio superior por meio da colheita de swab
nasal em oito animais sendo isoladas 31 espécies no CRAS/PE e 15 espécies no CRAS/PB
(VERGARA et al., 2003a), foi isolado Sal/monella ssp. em um filhote (VERGARA et al,,
2003b) e foram detectados anticorpos anti-7. gondii em um de 12 (8,3%) animais (SILVA et
al., 2001). Todas estas pesquisas juntamente com a nossa sdo de relevancia para um melhor
entendimento da satde dos individuos de peixes-bois marinhos cativos, da analise do manejo
sanitario com vistas a elaboracdo de protocolos de biosseguranca e da importancia deste
sirénio como sentinela da saude dos ecossistemas.

Na vida livre o aumento da ocorréncia de doengas entre os animais silvestres esta entre
as maiores ameagas a biodiversidade, no entanto outros fatores também ligados ao meio
ambiente e na maioria das vezes, em decorréncia das agdes humanas, quando somados podem
levar a extingdo de uma espécie (PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

As doengas infecciosas, particularmente as virais, tém causado um grande numero de
obitos em mamiferos marinhos levando-os a encalhar em diversas regides do mundo. Nos
episddios de encalhe em massa, entre as causas associadas estdo as doengas infecciosas que

afetaram todo o grupo (HALL e HARWOOD, 2002). Em peixes-bois marinhos encalhados no
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Brasil esta causa ¢ incomum estando mais associadas as questdes antropicas, entre elas a
degradacao ambiental, refletindo num encalhe de filhotes no litoral do nordeste do pais
(PARENTE, PARENTE e LIMA, 2004).

Da mesma forma, os peixes-bois marinhos em cativeiro no Brasil parecem nao ter sido
diretamente ameacgados pela presenga de patogenos, pois estes ndo tém causado muitas
doencas ¢ nem Obito nos animais. Entretanto, sabendo-se da importancia epidemiologica
destes agentes etiologicos e o seu grande potencial patogénico ¢ importante realizar o
monitoramento e a vigilancia. Sendo assim, as pesquisas cientificas realizadas com peixes-
bois marinhos em cativeiro podera subsidiar as tomadas de decisdes dos profissionais das
instituigdes que mantém esta espécie em cativeiro. Vale ressaltar que o CMA/ICMBio foi a
instituicdo que mais manejou em cativeiro e reintroduziu o peixe-boi marinho das Antilhas
(Trichechus manatus manatus) em todo o mundo.

Mesmo com esta importante pratica conservacionista, a Medicina da Conservagao
possui um grande dilema na soltura com relagcdo a translocagdo dos espécimes de animais
silvestres que necessitaram passar por um periodo no cativeiro. Se por um lado a reintroducdo
dessas espécies ameagadas ¢ necessaria para o repovoamento da populacdo, por outro, sempre
havera um risco de transmissdo e dissemina¢do de patdgenos e doencas para a populagdo
nativa. Desta forma, torna-se de extrema importancia a elaboragdo e utilizacdo de protocolos
para a avaliacdo da saude das espécies ameagadas de extingdo tanto para a populagdo em
cativeiro, quanto em vida livre (CATAO-DIAS, 2003). Os dados da presente pesquisa
demonstraram que para os peixes-bois marinhos manejados pelos profissionais do
CMA/ICMBio objetivando a sua reintroducao, foi fundamental o tempo em que tiveram em
cativeiro, pois dentre os 89 animais manejados vivos pela instituicdo, 40,4% (36/89) foram
reintroduzidos.

De acordo com Luna et al., 2008 a populacdo estimada de peixe-boi marinho no
Brasil sdo de 500 animais. Sendo assim, 18,8% de toda a populacdo brasileira de peixe-boi
marinho (7richechus manatus) foi manejda pelo CMA/ICMBio e destes, 73% (65/89) dos
animais manejados vivos obitveram sucesso no CRAS/PE representando a reabilitagdo 13,0%
da populagdo da espécie.

Todavia, mesmo diante desses resultados positivos, por causa do isolamento de
rotavirus e de enterobactérias, da presenca de anticorpos anti-Brucella abortus, anti-

Leptospira spp. e anti-T. gondii e dos trabalhos anteriormente realizados com outros agentes
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citados anteriomente ¢ importante revisar as atividades de prevencdo e manejo desses
patdogenos no CMA-ICMBAio e realizar a educagdo em satude dos funcionarios.

Os mamiferos aquaticos sao importantes sentinelas ambientais ¢ da saude dos
ecossistemas, pois além de possuirem grande expectativa de vida, estdo em um alto nivel
trofico e presentes em todo o continente percorrendo diferentes regioes durante os periodos de
locomocgao, alimentagao e reproducao (REDDY, DIERAUF ¢ GULLAND, 2001; BOSSART,
2006; MOORE, 2008). Estes animais costumam ser encontrados tambem em cativeiro em
todo o mundo com fungdes ora recreativas e ora conservacionistas, dependendo do objetivo
da instituicdo no qual o animal se encontra. Contudo, Waltzek et. al. (2012) alertaram que
independentemente da espécie, o aumento do niimero de animais em cativeiro eleva os casos
de doengas, inclusive as zoonoses. Sendo assim, os peixes-bois marinhos cativos podem
também se configurar como sentinelas do manejo sanitario dos recintos e do ambiente em que
se encontram. Nesta pesquisa foram isolados rotavirus, E. coli e enterobactérias de interesse
na satde publica, a infeccdo dos animais soropostivos para anticorpos anti-B. abortus, anti-
Leptospira spp. e anti-T. gondii sugerindo uma possivel contamina¢do ambiental e, servindo
de alerta para a necessidade de adocdo de protocolos de exames diagnosticos no momento do
resgate dos peixes-bois marinhos e durante a permanéncia dos individuos no cativeiro.

A ocorréncia de infeccdes e doencas de potecial zoondtico tais como leptospirose,
brucelose, toxoplasmose, salmonelose, rotaviroses, entre outras, tem sido verificado cada vez
mais frequentemente em mamiferos aquaticos (TRYLAND et al., 2013), refletindo em relatos
de sua presenca nos humanos, especialmente naqueles que trabalham diretamente com estes
animais como médicos veterinarios, bidlogos, tratadores, entre outros (HUNT et al., 2008).
Estes estudos evidenciam a importancia dos achados dos agentes, pois eles possuem potencial
zoonotico e devem ser investigados e controlados periodicamente nas instituigdes que mantém
peixe-boi em cativeiro, visando a saude dos animais e da satide publica.

A pouca literatura existente relacionada a doencas em mamiferos aquaticos, assim
como as baixas prevaléncias encontradas em varios paises, podem representar um panorama
otimista que estes animais sejam menos suscetiveis a doengas infecciosas. No entanto, pode
existir uma falta de conhecimento cientifico, melhores especificagdes nos relatérios técnicos
(COWAN, HOUSE e HOUSE, 2001) e uma subnotificagdo da presenca de patdgenos, dos
dados de morbidade e mortalidade nestes animais. Em vista disso, para as espécies de

mamiferos aquaticas e as demais de animais silvestres, Aguirre et al. (2012) ressaltaram que ¢
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fundamental a padronizacdo, organizacdo e manutengdo de bancos de dados e de soros
sanguineos para que se permita fazer estudos a qualquer momento da ocorréncia ou
prevaléncia de anticorpos, de forma a verificar a evolugdo das doengas ao longo dos anos e
assim, serem elaborados os estudos de doengas infecciosas de forma ampla e temporal. A
presente pesquisa demonstrou a importancia da disponibilizagdo destes dados e bancos de
soros permitindo que os dados encontrados ndo se restringissem apenas a populagao existente
durante o periodo da pesquisa, mas que tivesse uma abrangencia de 26 anos de pesquisa, entre
os anos de 1987 a 2013.

A seguir a discussdo serd dividida em topicos com intuito de melhor sistematizar a

analise dos resultados.

5.1 Pesquisa de Agentes Virais

5.1.1 Rotavirus

Os trabalhos sobre rotaviroses sao comuns em mamiferos terrestres, no entanto nos
aquaticos ndo se tem muito conhecimento sobre a patogenicidade e as prevaléncias dos
rotavirus. Em estudos com a comparacdo de duas populacdes de pinipedes na natureza na
California, EUA, ledes-marinhos do Gaélapos (Zalophus wollebaeki) e ledes-marinhos da
California (Zalophus californianus), Coria-Galindo et al. (2009) examinaram anticorpos
contra rotavirus do grupo A em amostras sorologicas e realizaram testes de imunoensaios e
PCR/RT em amostras colhidas com swab retal dos mesmos individuos. Ambas as populagdes
foram positivas para a presenca de IgG no soro sanguineo, mas nem todos os animais
positivos neste exame foi excretado o agente nas fezes. Nas amostras de peixe-boi marinhos
analisadas do Brasil foi verificada somente a elimina¢do do agente nas fezes, todavia pode
haver uma maior prevaléncia do rotavirus nos peixes-bois marinhos cativos, pois no exame
das amostras fecais somente foram isolados rotavirus dos animais que no momento da
colheita estiveram eliminando o virus. Ressalta-se que este ¢ o primeiro relato da ocorréncia
de rotavirus em sirénios em cativeiro.

Li et al. (2011) extrairam RNA de amostra fecal de ledo-marinho da Califérnia e
realizaram o primeiro sequenciamento deste virus para mamiferos aquaticos. Nao existe até o
momento sequenciamento do rotavirus para sirénios, sendo esta a primeira evidéncia de

suscetibilidade da espécie ao agente. Sendo assim, tendo em vista a grande clinica e
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epidemiologica do rotavirus este achado enfatiza a relevancia de se realizar o sequenciamento
deste agente para a espécie, necessitando-se de maiores pesquisas.

Nas espécies de animais domésticos a rotavirose ¢ conhecida como diarreia dos
bezerros por ser mais comumente encontrada nos filhotes e quando nao tratada leva grande
prejuizo para as criagoes (JEREZ et al., 2002). A maior ocorréncia de isolados de rotavirus
ocorreu nos peixes-bois marinhos filhotes (50%, 5/10) e jovens corroborando com Li et al.
(2011).

Quanto ao sexo, apesar de ter sido encontrada uma diferenca grande entre machos
(70%; 7/10) e fémeas (30%; 3/10) ndo se pode associar este fator a ocorréncia da doenga, pois
ndo existem relatos de diferenca de suscetibilidade quanto aos géneros.

Nas amostras analisadas com relagdo a origem, 80% (8/10) dos peixes-bois marinhos
estavam cativos no CRAS/PE, no entanto somente neste local tem a presenga de filhotes e
devido a suscetibilidade do virus para animais esta faixa etéria, o fato da ocorréncia ser maior
neste local, pode ndo significar que existam diferencas higi€nicos sanitarias entre os tipos de
cativeiro analisados e sim estar relacionada as faixa etaria dos animais nestes dois ambientes.
Contudo, no momento da colheita no CRAS/AL, os dois animais que foram isolados o
rotavirus, estavam no mesmo recinto podendo sugerir que eles foram infectados com a mesma
via de transmissdo. A alta prevaléncia nestes dois tipos de cativeiro indicou a necessidade de

adocdo de medidas sanitarias e controle do agente.

5.1.2 Coronavirus

Nao foi isolado nenhum coronavirus nas amostras de fezes dos peixes-bois marinhos
examinadas. Considerando outras pesquisas com este agente em mamiferos aquaticos, Bossart
e Schwart (1990) apos verificarem anorexia e depressdo em trés focas que resultou em Obito
destes animais, realizaram a colheita de amostras de tecido para a realizacdo de testes de
imunofluorescéncia, sendo isolado coronavirus canino e felino. Mihindukulasuriya et al.
(2008) investigando a causa mortis de uma baleia-beluga (Delphinapterus leucas) em
cativeiro na Califérnia, EUA, realizaram PCR/RT em tecido do figado, conseguindo-se isolar
€ sequenciar o coronavirus para a espécie, entretanto para sirénios ndo se tem relato do
encontro deste agente. Os trabalhos acima relataram ainda que mesmo identificando o agente
post mortem nao foi possivel atribuir a causa mortis a este agente, no entanto todos alertaram

sobre a necessidade de investigar o coronavirus na rotina clinica dos mamiferos aquaticos a
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fim de identificar ainda em vida a presenca do agente e possibilitar a adogao de medidas

clinicas e preventivas.

5.2 Pesquisa de Agentes Bacterianos

5.2.1 Enterobactérias

As doengas bacterianas foram relatadas em intimeras causa mortis em mamiferos
aquaticos, no entanto, pouco se conhece sobre o seu impacto nas populagdes de sirénios. Esta
pesquisa representou o primeiro relato da pesquisa de enterobactérias em peixes-bois
marinhos nos trés cativeiros (CRAS/PE, CRAS/AL e CRAS/PB) do Brasil por meio de
colheitas de swabs retais, orais, genitais e nasais e abscessos.

Anteriormente a este estudo, Vergara-Parente et al. (2003) utilizaram peixes-bois
marinhos cativos também no CRAS/PE e no CRAS/PB e isolaram 31 bactérias no trato
respiratorio dos peixes-bois marinhos em Pernambuco e 15 nos animais da Paraiba, sendo
predominante Enterobacter sakasakii, Bacillus sp., Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Providencia rettgeri, Stenotrophomonas maltophilia e Bacillus
sp. No presente estudo nas amostras colhidas do swab nasal foram identificadas 13 bactérias:
Pseudomonas sp. (28%; 14/50), E. coli (16%; 8/50), Enterobacter agglomerans (10%; 5/50),
Proteus sp. (10%; 5/50), Edwasiella tarda (8%; 4/50), Enterobacter aerogenes sp. (6%;
3/50), Staphylococcus sp. (6%; 3/50), Corynebacterium sp. (4%; 2/50), Proteus vulgaris (4%;
2/50), Arizona sp. (2%; 1/50), Bacillus sp. (2%; 1/50), Enterobacter sp. (2%; 1/50),
Providencia sp. (2%; 1/50).

Desde a década de 70, a pneumonia vem sendo uma preocupagdo nos estudos com
mamiferos aquaticos apresentando sinais clinicos como tosse, dificuldades respiratorias e
abscessos pulmonares principalmente em cetaceos e pinipedes sendo isolado
predominantemente as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeroginosa como
causadoras de infeccdo (DUNN, BUCK e ROBECK, 2001). Na pesquisa de Vergara-Parente
et al. (2003) foram colhidas amostras somente de animais sadios ndo tendo sido verificado
sinais clinicos associados aos agentes. Na presente pesquisa verificou-se que alguns animais
do CRAS/PE comumente excretavam secrecdo viscosa nas narinas, mas nao foi possivel

associar esta secrecdo aos agentes isolados, muito embora tenha ocorrido o dbito de um
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animal com piotorax tendo sido isolado neste animal as bactérias Arizona sp., Enterobacter
aerogenes, E. coli, Proteus sp., Proteus vulgaris.

Pseudomonas aeruginosas tem sido relatada como causadora de doencas bronco
respiratorias em cetdceos e pinipedes (COUCH e FOURNE, 1993). Neste estudo, 93,3%
(14/15) das Pseudomonas sp. isoladas foram de swabs nasais e 6,7% (1/15) de swab ora),
porém nao foram relacionados a presenca desta bactéria com doengas nos animais estudados e
foi considerado como parte da microbiota natural.

Nos dugongos na Australia em animais examinados pds mortem em decorréncia de
peritonite foram encontradas as bactérias Aeromonas spp., Clostridium spp., Vibrio spp.,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas spp. ndo tendo sido identificado se estas bactérias
foram associadas ou ndo a doenga, pois poderiam ter crescido apos o inicio das alteragdes
cadavéricas (NIELSEN et al., 2013). No presente estudo, foram encontradas Pseudomonas
spp., mas ndo foi verificado sinais clinicos.

Staphylococcus sp. sao distribuidos mundialmente sendo encontrados principalmente
na pele de animais (QUINN et al., 2005). Neste estudo foi verificada a presenga desta bactéria
em peixes-bois marinhos que tinham abscessos, especialmente em uma fémea adulta de sete
anos que sempre apresentou recidiva de abscessos sem causa definida a cerca de seis anos.
Neste caso, todos os antimicrobianos testados foram resistentes.

As bactérias isoladas neste estudo corroboraram com os achados de Vergara-Parente
et al. (2003) e estdo na grande maioria associadas ao ambiente marinho ao qual estdo

inseridos.

5.2.1.1 Escherichia coli

E. coli ocorre de forma inofensiva na maioria dos hospedeiros, pois faz parte da
microbiota intestinal dos animais contribuindo para as funcdes fisioldégicas (QUINN et al.,
2005; SAIDENBERG, 2008; CALIMAN, 2010). Neste estudo nao foram verificados sinais
clinicos relacionados as cepas de E. coli isoladas. Entretanto, por se tratar de uma espécie de
sirénio que ndo se tem registros na literatura de trabalhos com a realizagdo filogenéticas das
E. coli, ndo se pode afirmar que as bactérias encontradas ndo possuam algum significado
patologico.

Nos pinipedes da costa da Califérnia, EUA, foi isolada E. coli como sendo

responsavel por infeccdes gastrointestinais (PERRIN, WURSIG e THEWISSEN, 2001). A
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identificacao de E. coli nas amostras analisadas de peixes-bois marinhos em cativeiro no
Brasil sugere uma possivel contaminagdo da adgua dos recintos. Sendo assim, o controle da
qualidade de 4gua torna-se de grande relevancia para a saide dos animais, da mesma forma
que a identifica¢dao das E. coli isoladas quanto a patogenicidade sdo de extrema importancia
para a determinacao dos protocolos sanitarios dos peixes-bois marinhos em cativeiro.

Vergara-Parente et al. (2003a) verificaram que as dguas onde foram mantidos os
peixes-bois marinhos em cativeiro apresentaram grande contaminagdo por E. coli,
principalmente porque nestes locais, mesmo com o tratamento noturno com hipoclorito de
sodio, os animais passaram o dia no recinto onde defecaram e urinaram, sendo esperado que
se encontre a E. coli no ambiente. Com isso, sugere-se que as E. coli encontradas nos swabs
de peixe-boi marinho fagam parte da microbiota da espécie.

Em estudos com humanos, Duriez et al. (2001) verificaram que os grupos
filogenéticos mais comuns foram os tipo A e B1, tendo sido encontrado 40% do tipo A e 34%
do tipo B1 em ser humano na Cro4cia, Franca e Mali. Sabaté et al. (2008) verificaram em
residuos de dgua provenientes de humanos e animais, uma predominancia acima de 50% da
cepa do grupo A nas amostras de todas as espécies (humana, suinos aves e bovinos). O
presente estudo corroborou com estes achados tendo encontrado predominantemente o grupo
A com 40% (6/15) dos achados novamente alertando sobre a possibilidade de contaminagdo
antropozoondtica e ressaltando a necessidade de verificacdo das possiveis vias de transmissao
para o meio ambiente e as fontes de infec¢do para os animais.

Os grupos filogenéticos B2 e D foram relatados por Clermont, Bonacori e Bingen
(2000) como os mais virulentos em estudos com humanos, neste estudo foram encontradas
20% (3/15) de cepas B2 e 20% (3/15) de cepas D podendo servir de alerta para os animais
pesquisados, pois mesmo nao tendo sido apresentada associagdo com alteracdes clinicas, estas
bactérias podem vir a desenvolver doencas nos animais ou mesmo infectar tratadores e
funcionarios envolvidos na atividade.

O ser humano ¢ reservatorio natural do patétipo EPEC (TRABULSI, KELLER e
TARDELLI-GOMES, 2002) e este ja foi detectado em cdes e gatos (KRAUSE,
ZIMMERMANN e BEUTIN, 2005). Em mamiferos aquaticos ndo existe relato deste patdtipo
e o encontro deste nos peixes-bois marinhos cativos pode ser sugerido uma transmissdao de

carater antropozoonoético. Estes resultados sdo importantes para que se protocolize a
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verificacdo do estado sanitario com potencial patogénico nos animais cativos € naqueles que
serdo reintroduzidos.

As amostras que nao apresentaram positividade para os patotipos testados, podem ter
fator de viruléncia ainda nao definidos, uma vez que o estudo da E. coli em sirénios ndo esta
ainda bem elucidado. Nao obstante, por se tratarem de animais silvestres em cativeiro as
cepas de E. coli consideradas nao patogénicas para outras espécies de animais, podem ser
capazes de desenvolver doengas no peixe-boi, caso ocorra um desequilibrio da saude ou
imunidade do animal, como por exemplo, estresse devido ao manejo, qualidade da dieta,
interagdes sociais (inter e intraespecificas) ou pela translocagdao. Sendo assim, o controle das
cepas de E. coli tanto no ambiente quanto nos animais sao de extrema importancia para a

conservagao do peixe-boi marinho.

5.2.1.2 Salmonella spp.

Salmonella spp. ocorre em todo o mundo e em diversas espécies animais, sendo uma
das mais importantes bactérias com risco zoonético, podendo inclusive acometer mamiferos
aquaticos em reabilitacdo e tendo como -caracteristica, possuir grande resisténcia aos
antibidticos (SMITH, MAZET e HIRSH, 2002; CARVALHO, 2007, TRYLAND et al.,
2008). Estudos realizados por Howard et al. (1983) demonstraram um grande nimero de
mamiferos aquaticos que vieram a Obito em decorréncia de septicemia por causa desta
bactéria.

Vergara et al. (2001) e Vergara et al. (2003b) sugeriram que em um exemplar filhote
de peixe-boi marinho cativo no CRAS/PE teve como a salmonelose como causa mortis. No
presente estudo ndo foi verificada a Sa/monella spp. nas amostras testadas, no entanto por ja
ter sido verificada a susceptibilidade nos estudos anteriores, a investigagdo periddica deste
agente, assim como as medidas preventivas devem ser empregadas nos locais de manejo de
peixe-boi marinho especialmente onde tenha a presenca de filhotes.

Os casos de septicemia em decorréncia da salmonelose em mamiferos aquaticos sdo
comuns principalmente em animais cativos ou em animais encalhados necropsiados (DUNN,
BUCK e ROBECK, 2001). Por outro lado, os mamiferos aquaticos, assim como as demais
espécies, podem possuir uma forma subclinica e nos exames de cultura das fezes somente ¢
identificada a bactéria no momento em que o animal estd eliminando o agente (SMITH,

MAZET e HIRSH, 2002; CARVALHO, 2007). Sendo assim o fato de nao ter sido isolado o
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agente durante o periodo nao confirma que o mesmo ndo esta presente no plantel e, por se
tratarem de animais em reabilitacio para posterior soltura ¢ recomendado a adogdo da
pesquisa da salmonela no protocolo da rotina clinica dos peixes-bois marinhos cativos e dos

exames seriados nas semanas pré-soltura.

5.2.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana vem sendo um sério problema mundial. O uso
indiscriminado de antibioticos assim como o aumento de “super bactérias” multirresistentes
tem aumentado a necessidade de busca de novos farmacos, mas também tem reforcado a
necessidade de se controlar o uso dos medicamentos com a realizagdo de testes de
sensibilidade que direcionem o tratamento (SHINOHARA e NOBRE, 2004; WALKER,
2010; CALIMAN, 2010; DEBABOV, 2013). Os protocolos de conduta terapéutica para
peixes-bois sdo baseados principalmente nas informagdes de Dierauf e Gulland (2001) e de
D’Fonseca-Neto e Vergara-Parente (2007), mas estes compilados em livros didaticos ndo
preenchem todas as informagdes sobre a farmacologia de sirénios. As amostras analisadas
demonstraram grande resisténcia aos antibidticos testados, este fato pode ter ocorrido em
virtude do uso continuo e restrito destes medicamentos com protocolos ndo estabelecidos para
a espécie, uma vez que as dosagens e tempo de tratamento, quando ndo inclusos nos estudos
mencionados, sdo geralmente baseados na experiéncia clinica de outras espécies. Com isso a
realizagdo de testes de sensibilidade na rotina clinica da espécie deve ser empregada no
manejo clinico dos animais.

Os estudos de sensibilidade microbiana realizados em mamiferos marinhos (SMITH,
MAZET e HIRSH, 2002; REYNOLD et al., 2005; TRYLAND et al., 2008; SHAEFER et al.,
2009) vem demonstrando grande resisténcia aos antibidticos corroborando estes resultados
com os encontrados nesta pesquisa com os peixes-bois marinhos do Brasil, onde 67,4%
(426/632) das analises apresentaram resisténcia aos antibioticos testados.

Stoddard et al. (2008b) encontraram em ledes-marinhos uma resisténcia maior nos
animais que passaram por cativeiro do que naqueles que ndo tiveram contanto com esta
condi¢do, sendo que a ampicilina e tetraciclina foram os antibidticos que apresentaram maior
resisténcia. Nos peixes-bois marinhos ndo foram realizadas comparagdes entre os animais que
passaram por cativeiro € 0s animais nativos, entretanto a ampicilina também apresentou

grande resisténcia.
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O conhecimento farmacologico em sirénios requer longos estudos ndo tendo sido
realizado nesta pesquisa, pois ndo se constituiu de um objetivo. Por outro lado, o
CMA/ICMBIio atualmente € a Unica instituicdo que mantém esta espécie em cativeiro € o
niamero de animais disponiveis para estudos sdo poucos, sendo este estudo o mais amplo
realizado com a espécie no Brasil. Neste sentido, este trabalho atenta para a necessidade de se
manter sempre atualizada com o maximo de informagdes possiveis o banco de dados,
relatorios, fichas clinicas e protocolos de exames laboratoriais nos animais cativos pois, esta
exclusividade de manutengao de peixe-boi marinho, tende a mudar nos proximos anos e, este
estudo podera subsidiar as novas instituicdes com as tomadas de decisdes clinicas com base

nos farmacos ja utilizados.

5.3 Exames soroldgicos

A baixa ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp., anti-B. abortus e anti-T.
gondii nos peixes-bois marinhos em cativeiro do Brasil foi também semelhante em peixes-
bois marinhos de vida livre em Belize e México (SULZNER et al., 2012).

As infecgdes e as doengas causadas por estes agentes estdo entre as que mais
preocupam a saude publica e todas as trés foram objeto de estudo desta pesquisa. A brucelose
além de acarretar grande impacto na satde publica, atinge a economia nacional quando
afetando espécies de animais de producdo (GREVE et al, 2007, NYMO, TRYLAND e
GODFROID, 2011). A toxoplasmose pode ser transmitida ao homem tanto com a ingestdo de
carne mal cozida quanto por alimento contaminados (DUBEY, 2010) e a leptospirose, como
ja dito ¢ uma doenga cosmopolita que afeta a maioria dos mamiferos podendo ser carreada
pela 4gua e alimentos contaminados (CORREA, 2007).

Nos peixes-bois marinhos analisados foram identificados animais soropositivos para
os trés agentes etiologicos, contudo, ndo foi possivel identificar as vias de transmissdo e as

fontes de infecgao.

5.3.1 Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp.
Este foi o primeiro relato da ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em peixes-
bois marinhos em cativeiro do Brasil e sendo encontrados em cinco (9,2%) dos 54 animais

soropositivos. Os sorovares mais prevalentes foram: Australis, Autumnalis, Bataviae,
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Brastislava e Icterohaemorrhagiae. Dentre os cinco animais soropositivos, trés eram machos,
dois eram fémeas e todos eram adultos. De acordo com a origem, dois animais soropositivos
eram do CRAS/PE e trés eram do CRAS/AL. Dos trés “animais em adaptagcdo” soropositivos
do CRAS/AL, em um deles sugere-se que houve exposicao ao agente etioldgico (Leptospira
spp.) no CRAS/AL porque no CRAS/PE e no momento da sua chegada no CRAS/AL ele nao
era soropositivo. No segundo individuo pode-se afirmar que a infec¢cdo ocorreu no CRAS/PE,
pois ele ndo saiu deste local e no terceiro individuo ndo podemos sugerir onde houve a
exposi¢ao ao agente.

Em outras espécies de mamiferos aquaticos anticorpos anti-Leptospira spp. foram
descritos nos pinipedes ledes-marinhos da California, focas e elefantes-marinhos (Mirounga
angustirostris) na California/EUA (COLAGROSS-SCHOUTEN et al., 2002; CAMERON et
al., 2008) e em peixes-bois amazodnicos (7richechus inunguis) no Brasil (MARVULO et al,,
2003; MATHEWS et al., 2010). Os ledes-marinhos da Califérnia apresentam a cada 3-4 anos
conhecidamente na Costa Oeste Americana uma surto de leptospirose levando grande nlimero
de animais a encalharem na regido da Califérnia a Columbia Britanica. Em 2004, cerca de 300
individuos foram encontrados nesta regido e foram amostrados 33 amostras de soros e, 90,9%
(30/33) destes foram soropositivos (CAMERON et al., 2003). Na pesquisa de Mathews et al.
(2010) foi encontrada uma soropositividade de 31,1% (23/74) para peixes-bois amazdnicos
para anticorpos anti-L. interrogans. No presente estudo, a ocorréncia de anticorpos de 9,2%
(5/54) foi abaixo das encontradas em outras espécies, no entanto demonstrou a necessidade de
controle do agente a fim de evitar que surtos semelhantes ao relatado ocorram com o peixe-
boi marinho no Brasil, uma vez que dentre as espécies citadas, este ¢ o mais ameacado de
extingao.

Em ledes-marinhos da Califérnia foi registrado um surto de Ileptospirose
principalmente pela L. interrogans sorovar Pomona, causando abortos e doenca renal
(McILHATTAN et al.,, 1971). Nos peixes-bois marinhos cativos do Brasil ndo foram
identificados sinais clinicos relacionados a leptospirose.

Silva et al. (2001) realizaram exame sorologico para leptospirose em 12 peixes-bois
marinhos cativos no Brasil no CRAS/PE, mas todos animais foram soronegativos. Este
resultado € importante, pois oito anos apos este primeiro inquérito sorologico foi verificado
animais soropositivos no presente estudo. Desta forma, as mudancas de manejo, assim como,

as ambientais neste periodo devem ser analisadas no CRAS/PE a fim de restabelecer um
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protocolo de controle da leptospirose na instituicdo. Estes achados foram identificados nas
amostras de soros sanguineos colhidas entre os anos de 2009 e 2013 sugerindo que neste
periodo o risco de exposicao ao agente foi maior do que nos anos anteriores. Os animais do
CRAS/PE foram mais expostos do que os demais possivelmente por passarem maior tempo
neste local e em fungdo do sistema fechado de tratamento de 4gua enquanto nos cativeiros de
ambiente natural em Alagoas e na Paraiba, o fluxo de agua ¢ constante. Uma mudanga do
perfil da soropositividade de anticorpos anti-Leptospira spp. também foi verificada por Burek
et al. (2003) que realizaram estudos com ledes-marinhos (Eumetopias jubatus) no Alaska com
dados com 10 anos de diferenga entre as colheitas das amostras. Verificou-se que apos este
periodo, 2% (3/137) dos animais foram soropositivos.

Nao foi possivel na presente pesquisa identificar as vias de transmissao e nas demais
pesquisas com mamiferos aquaticos ndo foram elaborados ciclos de transmissdo deste agente.
Até o momento os protocolos estabelecidos para peixes-bois marinhos foram baseados em
estudo sobre a epidemiologia da Leptospira spp. em outras espécies animais (GREENE, 2004;
GROVES, HARRINGTON e TABOADA, 2004; CORREA, 2007). Sendo assim, nesta
pesquisa foi proposto um ciclo epidemioldgico com as possiveis vias de transmissdo do

agente para o peixe-boi marinho (Figura 26).
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Figura 26. Ciclo de transmissao de leptospirose em peixe-boi marinho (7richechus manatus).
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Neste ciclo, sugeriu-se que roedores possam estar excretando as leptospiras por meio
da urina, contaminando a dgua fornecida aos animais ou as areas alagadicas como as de
manguezais presentes nos ambientes estudados, € em contato com a agua contaminada os
animais sao infectados. Uma outra via sugerida ¢ que a urina dos roedores estejam
contaminando os alimentos fornecidos aos animais, tais como verduras, legumes, frutas e
algas e, supostamente estes possam estar servindo como porta de entrada com a ingestao de
alimentos contaminados. Para os peixes-boi, entretanto ndo se tem relato da eliminagdo do
agente pela urina, e por isso ndo podem por enquanto serem considerados também como fonte

de infeccao.

5.3.2 Pesquisa de anticorpos anti-Brucella spp.

Este foi o primeiro relato da ocorréncia de anticorpos anti-B. abortus em peixes-bois
marinhos em cativeiro do Brasil em cinco (9,3%) dos 54 animais analisados. Contudo, mesmo
com estes resultados positivos no exame sorologico do Teste do Antigeno Acidificado (Rosa
Bengala), estes soros necessitam serem confirmados com o Teste de Fixacdo de
Complemento. Dentre os cinco animais soropositivos, quatro eram fémeas e um macho, todos
adultos, sendo dois oriundos do CRAS/PE e dois do CRAS/PB. As trés fémeas soropositivas
permaneciam num mesmo oceandrio com a presenga de outros animais soronegativos. Os
filhotes destas trés fémeas também foram soronegativos. Desta forma, apds a confirmacao dos
resultados com o Teste de Fixa¢do de Complemento novas pesquisas serdo necessarias para
um melhor entendimento da cadeia epidemiologica da brucelose em peixes-bois marinhos.

Em estudos realizados com sirénios no restante do mundo, niao foi até o momento
identificada a presenca de Brucella spp. e nem de animais soropositivos (HERMANEZ-
MORA, PALACIOS-ALFARO, ¢ GONZALEZ-BARRIENTOS, 2013; SULZNER et al.,
2012).

A via de transmissao da brucelose entre mamiferos aquaticos também ainda ndo esta
bem estabelecida (HERMANEZ-MORA, PALACIOS-ALFARO, 2013; GONZALEZ-
BARRIENTOS, 2013) e por esta razdo ndo se pode afirmar se estes animais eliminam o
agente, entretanto por se tratarem de animais em idade reprodutiva, a gestacdo destas fémeas,

se houver, deve ser monitorada.
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5.3.3 Pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

A presenca de anticorpos anti-7. gondii foi determinada em 6 (10,9%) dos 55 peixes-
boi marinhos examinados, sendo trés machos e trés fémeas, dois jovens e quatro adultos, e
com relacdo a soropositividade foi: CRAS/AL (16,7%; 2/12), CRAS/PE (10,5%; 4/38) e
CRAS/PB (0%, 0/5). Duas fémeas do CRAS/PE em idade reprodutivas foram soropositivas,
no entanto os seus filhotes foram soronegativos, supostamente nao ocorrendo a transmissao
transplacentaria ou horizontal. Caso estas fémeas venham novamente a reproduzir, sugere-se
que seja realizado o monitoramento do filhote durante toda a gestagdo e a colheita do soro
sanguineo de ambos para monitoramento sorologico.

De acordo com a origem dos seis animais soropositivos, em quatro deles pode ser
afirmado que eles foram infectados no CRAS/PE, pois estes somente permanecerem neste
local. Os outros dois animais foram translocados para o CRAS/AL com a realizagdo do exame
soroldgico no CRAS/PE, porém os animais passaram no minimo um més neste cativeiro antes
da translocagdo e o animal foi novamente testado somente no CRAS/AL. Como a infecgao
ocorreu neste intervalo, ndo podemos afirmar em qual dos dois locais houve a infec¢do por 7.
gondii nos animais. Em 2001, Silva et al. pesquisaram anticorpos deste agente em 11 peixes-
bois marinhos do CRAS/PE e a unica fémea soropositiva continua até hoje com este mesmo
status sorologico e apresentou um titulo incomum de 25600. Esta ¢ a maior titulagdo de
anticorpos anti-7. gondii ja registrada para mamifero aquatico em todo o mundo. Mesmo
tendo ocorrido uma baixa prevaléncia de anticorpos anti-7. gonddi entre a populagdo
estudada, foi verificado que o numero de animais infectados cresceu de um para cinco animais
desde o primeiro estudo em 2001. Sendo assim, verifica-se que nas instituicdes existem
fatores predisponentes para a transmissdo deste agente. Diante disto, torna-se importante
determinar a situagdo epidemioldgica da toxoplasmose em sirénios em cativeiro e de vida
livre no Brasil.

Os estudos sorologicos da infeccdo por 7. gondii em mamiferos aquaticos sdo raros,
entretanto vem crescendo nos ultimos anos. Em outros estudos realizados com peixes-bois
marinhos, em Porto Rico no periodo de 2003 a 2005, um animal foi soropositivo dentre os 27
examinados e em trés animais necropsiados foram evidenciados taquizoitos de 7. gondii pela
imunoistoquimica (BOSSARD et al., 2012) e no Peru, Delgado et al. (2013) encontraram
63,2% (12/19) de soropositivos. Em nosso pais, Mathews et al. (2012) verificou a ocorréncia

de anticorpos anti-7. gondii em peixes-bois amazdnicos em 39,2% (29/74) dos animais de
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duas instituicdes brasileiras (INPA e CPPMA). A ocorréncia de anticorpos nestas duas
instituicdes foi respectivamente de 58,9% (23/39) e 17,1% (6/35).

Em nenhum peixe-boi marinho do Brasil que veio a 6bito durante a pesquisa foi
realizada a tentativa de isolamento do 7. gondii, mas todos os animais que morreram durante
o estudo tiveram em algum momento o soro analisado e nenhum deles foi soropositivo.
Todavia, a caracterizacao da presenga do agente como subclinica e sabendo-se da presenga do
agente entre a populacdo cativa, recomenda-se que todas as necropsias que venham a
acontecer sejam realizadas colheitas de material biologico para o isolamento deste agente pela
prova bioldgica e a caracterizacdo molecular, além de exames de imunoistoquimica.

Da mesma foram que na leptospirose e na brucelose, ndo foi possivel identificar as
vias de transmissdo da toxoplasmose, apesar de possuir gatos domésticos e possivelmente
felideos silvestres das espécies jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus) e gato-mourisco (Puma yagouaroundi) proximos dos recintos dos
peixes-bois marinhos nos CRAS/PE, CRAS/AL e CRAS/PB. Também nas demais pesquisas
realizadas com mamiferos aquaticos, ndo foram elaborados ciclos de transmissao do 7. gondii.
Diante desta lacuna, sugeriu-se o ciclo deste agente para os peixes-bois marinhos (Figura 27).
Para a confeccdo deste ciclo foram utilizadas as informagdes do ciclo conhecido para outras
espécies (SILVA, 2007; DUBEY, 2010). No ciclo que se propde para os animais deste
estudo, os hospedeiros definitivos do 7. gondii os gatos ou outros pequenos felideos silvestres
podem ingerir carne ou presas com bradizoitos em cistos teciduais e eliminarem oocistos de 7.
gondii pelas fezes, podendo contaminar o meio ambiente, a 4gua e o alimento fornecidos aos
peixes-bois marinhos cativos. Estes, por sua vez ndo eliminam o parasito por serem
hospedeiros intermedidrios e provavelmente ndo infectardo outros hospedeiros, pois isso
ocorreria somente no caso do consumo da carne do peixe-boi marinho por humanos ou outros
animais carnivoros. Nao foi descrito ainda a via de transmissdo transplacentaria para os

peixes-bois marinhos, mas acredita-se que ela possa ocorrer.
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Figura 27: Ciclo de transmissdo de toxoplasmose em peixe-boi marinho (77ichechus manatus).

Os mamiferos marinhos foram descritos por Bossard (2011) como sentinelas do
ambiente, porque estes animais percorrem diversas regides e a avaliacdo clinica deles pode
trazer informacdes sobre as condigdes sanitrias dos locais de ocorréncia das espécies
examinadas. Como exemplo, o autor citou os casos de toxoplasmose em lontras-marinhas na
California, pois estes animais se alimentavam do mesmo pescado do consumo dos humanos,
sendo possivel assim investigar os processos que promoveram a infec¢do nos humanos,
animais domésticos e silvestres, inclusive em peixes-bois da Florida.

Alba et al. (2013) pesquisaram um individuo de golfinho-listrado (Stenella
coeruleoalba) com meningoencefalite no mar Mediterraneo e verificou uma co-infec¢ao de B.
cetti com T. gondii em exames histopatologicos de tecido do cérebro. O animal pode ter tido a
co-infec¢cdo devido a uma queda imunoldgica e com isso ter ocorrido uma maior gravidade do
quadro clinico. Nos peixes-bois avaliados no Brasil, duas fémeas apresentaram a presenca do
anticorpos anti-B. abortus e anti-T. gondii. Desta forma, necessita-se de maiores estudos sobre

esta co-infeccdo e uma possivel ocorréncia de quadros de meningoencefalite, que podem
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ocorrer por uma queda imunologica em situagdo de estresse, em sirénios que podem estar

associados as estes dois agentes etioldgicos.

5.4 Analise de Sobrevida

A manutengdo em cativeiro de espécies de animais silvestres ameacadas de extingdo
com vistas a garantir sua existéncia futura tem sido descrita como uma importante ferramenta
na conservacao destas espécies (BILSKI, 2011; BOWKETT, 2009). Os dados da presente
pesquisa corroboraram com esta informacdo, pois demonstraram que com as atividades
realizadas pelo CMA/ICMBio a maioria dos peixes-bois marinhos em reabilitagdo
sobreviveram ao periodo critico de risco de vida e puderam num tempo inferior a oito anos
serem novamente devolvidos ao ambiente natural.

De acordo com a fun¢ao de sobrevida relacionada com a permanéncia dos animais,
foi verificado que apos oito anos em cativeiro, os peixes-bois marinhos em reabilitagdo ndo
vém sendo reintroduzidos, independente do sexo. Conforme descrito por Lima, Alvite e
Vergara (2007) os peixes-bois marinhos para serem reintroduzidos foram divididos em trés
categorias na avaliacdo dos aspectos comportamentais, clinicos e genéticos. Quanto a idade,
foram divididos em: 1) aptos a reintroducdo com dois a cinco anos, 2) aptos com restrigdoes
com cinco a 10 anos e 3) Nao aptos acima de 10 anos. Em conformidade com estas categorias,
todos os animais reintroduzidos estiveram todos dentro das duas primeiras categorias.
Entretanto, na presente pesquisa ndo foi objetivou-se avaliar o comportamento dos animais,
apenas analisar os dados dos animais que ja foram reintroduzidos.

Na fun¢do de sobrevida relacionada a mortalidade dos individuos foi verificado que
os riscos de Obito dos animais estiveram relacionados com a idade, sendo que no primeiro ano
ocorreu o maior risco, diminuindo com o desenvolvimento dos animais e se estabilizando aos
quatro anos de idade. Estes dados sdo semelhantes com os estudos de taxa de mortalidade da
maioria dos mamiferos marinhos conforme descrito por Stolen e Barlow (2003) e sobre a
biologia da espécie, que no primeiro ano de vida o filhote foi extremamente dependente da
mae e permaneceu sob os cuidados parentais até o segundo ano (REEP e BONDE, 2006). Os
graficos de sobrevida confirmaram estes dados confirmando que o periodo de maior risco

foram os primeiros anos de vida, verificando-se a dependéncia dos filhotes com os cuidados
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maternos, fornecidos “artificialmente” por técnicos e tratadores durante o processo de
reabilitacao.

A tabua da vida correlacionada com os achados laboratoriais desta pesquisa
demonstrou que o declinio populacional pode ndo estar associado a doencas infecciosas e sim
a fatores naturais reforcando a questao da dependéncia materna nos primeiros anos de vida.
Neste sentido, os animais mais dependentes e frageis sdo mais susceptiveis a fatores externos
que o levem ao 6bito, entre eles queda imunologica devido ao estresse.

Os dados sugeriram que as atividades de resgate e reabilitagdo realizadas pelas trés
instituigdes envolvidas tém sido positivas na conservagao da espécie de peixe-boi marinho
(Trichechus manatus), uma vez que 40,4% (36/89) dos animais que chegaram vivos ao
CMA/ICMBio foram reintroduzidos. Mesmo que apos este momento tenham vindo a o6bito, as
razoes que o levaram a este status ndo foram relacionadas a doengas adquiridas em cativeiro,
permitindo que estes animais chegassem sadios ao ambiente natural. Entretanto, uma
prevaléncia de 28,1% (25/89) de animais que vieram a 6bito num mesmo recinto (CRAS/PE)
indicaram a necessidade de ado¢do de medidas preventivas e readequagdo de protocolo de

manejos e de biosseguranca para minimizar esta mortalidade.
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6 CONCLUSOES

Diante do exposto, esta pesquisa apresentou a primeira descricdo da presenca de
rotavirus, da soroprevaléncia de anticorpos anti-Lepfospira interrogans e anti-Toxoplasma
gondii, da diferenciagdo das E. coli e da andlise de sobrevida para peixe-boi marinho
(Trichechus manatus) em cativeiro no Brasil. Além disso, esta € primeira pesquisa sobre
Medicina da Conservacdo com enfoque nas condigdes de saude dos peixes-bois marinhos
mantidos em cativeiros no Brasil.

Desta forma, torna-se necessario a continuidade da realizacdo de estudos
epidemiologicos de patogenos e doencas para a espécie visando verificar o status da saude
destes animais e procurando identificar as possiveis fontes de infec¢do e os fatores de risco
destes achados. No entanto, igualmente importante se tornam-se estes estudos nas populagdes
nativas, para se fazer um levantamento e a comparagdo dos agentes e assim determinar o
mapa de riscos epidemiologicos para a espécie.

As doengas selecionadas ndo foram verificadas apresentando apenas quadros
subclinicos e apesar de ter sido verificada uma baixa prevaléncia destes agentes, recomenda-
se a adocdo de um Protocolo Operacional Padrao (POP) com medidas de biosseguranca e
verificacdo da satde dos animais cativos, assim como um rigoroso estudo sobre as condi¢des
ambientais dos locais onde estdo inseridos os trés diferentes cativeiros (CRAS-PE, CRAS-AL
e CRAS-PB) (Apéndice D).

Uma vez realizado o estudo inicial dos patogenos circulantes e verificado que estes
possuem grande potencialidade zoonotica, propde-se que sejam realizados estudos
epidemiologicos rotineiros tanto da populagcdo de animais cativos, quanto dos funciondrios da
instituigao.

A verificacdo da tendéncia de oObito de animais até os quatro anos e posterior
estabilizacdo do mesmo demonstra a importancia do rigor no acompanhamento clinico dos
animais nesta fase inicial.

A translocagdo da grande maioria dos animais reabilitados, permitindo uma maior
soltura destes animais, mostrou que cativeiro vem cumprindo o papel de conservacao para a
espécie Trichechus manatus permitindo um retorno ao ambiente natural dos animais

reabilitados e mantendo a satide dos animais ap6s um periodo de estabilizagdo. Sendo assim ¢é
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recomendado a utilizagdo desta ferramenta para garantir a existéncia de individuos nas
geragdes futuras.

Com os resultados apresentados foi proposto uma escala de risco de transmissao de
patdogenos onde as doencas verificadas se caracterizaram como relevantes para a saude
publica. Principalmente a identificacdo da Leptospira spp entre os animais pesquisados.

De uma maneira geral os peixes-bois marinhos em cativeiro no Brasil encontravam-
se saudaveis e em boas condigdes fisicas, além de ndo parecerem estar ameagados com a
presenca dos patdgenos selecionados. O sucesso na saida dos animais para a translocacao em
ambiente natural verificados na sobrevida destes individuos, ressalta esta boa condicao.
Porém este trata-se apenas do ponto inicial para o estudo da epidemiologia de ocorréncia de
agentes patogénicos e da sua soroprevaléncia em sirénios. Com isso, outras pesquisas serao
necessarias para o conhecimento da espécie no que se refere as outras questdes relacionadas a

saude ecologica.
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8 APENDICES

APENDICE A: Protocolo de colheita e armazenamento das amostras selecionadas.

Agente Etiologico Material Biologico Procedimento para | Armazenamento
colhido colheita
Rotavirus Fezes Luva descartavel ¢ | Congelador -20°C
pote estéril
Coronavirus Fezes Luva descartavel e | Congelador -20°C
pote estéril
Enterobactérias Swab retal, nasal, oral, Meio stuart Temperatura
genital e abscesso ambiente.
Maximo 48h
Escherichia coli Swab retal, nasal, oral, BHI glicerinado Temperatura
genital e abscesso ambiente.
Maximo 48h
Samonella spp. Swab retal Meio stuart Temperatura
ambiente.
Maximo 48h

Leptospira spp.

Sangue/soro sanguineo

Tubo a vacuo sem

anticoagulante.

Congelador -20°C

Brucella abortus

Sangue/soro sanguineo

Tubo a vacuo sem

anticoagulante.

Congelador -20°C

Toxoplasma

gondii

Sangue/soro sanguineo

Tubo a vacuo sem

anticoagulante.

Congelador -20°C




129

APENDICE B: Resultado dos exames de anticorpos anti-Lepfospira spp. e anti-

Toxoplasma gondii realizados nos peixes-bois marinhos em cativeiro do Brasil.

Anticorpos anti-Leptospira spp.

Anticorpos anti-7. gondii

ID | Sexo Resultado — Sorovares — Titulos Resultado — Titulos
1 M Negativo Negativo
2 M Negativo Negativo
3 F Negativo Negativo
4 F Negativo Negativo
5 F Negativo Negativo
6 F Negativo Negativo
Autumnalis (800), Icterohaemorrhagiae (200),
7 M Butembo (100) Negativo
9 M Negativo Negativo
10 F Negativo Negativo
11 F Negativo Negativo
12| M Negativo Negativo
13 M Negativo Positivo (500)
Brastislava (800), Australis (400), Autumnalis
(400), Panama (400), Icterohaemorrhagiae
(400), Pomona (200), Copenhageni (100),
14 F Butembo (200) Negativo
15 M Negativo Positivo (50)
16| M Negativo Positivo (50)
7] M Negativo Negativo
Australis (1600), Icterohaemorrhagiae (100),
18 M Pomona (100) Negativo
197 M Negativo Negativo
200 M Bataviae (200) Negativo
21| M Negativo Negativo
22| M Negativo Negativo
23| M Negativo Negativo
24| M Negativo Negativo
25 F Negativo Negativo
26| M Negativo Negativo
27 F Negativo Positivo (3200)
28 F Icterohaemorrhagiae (1600) Negativo
29 F Negativo Negativo
30 F Negativo Negativo
31 M Negativo Negativo
32 F Negativo Negativo
33 F Negativo Negativo

Continua




Anticorpos anti-Leptospira spp.

Anticorpos anti-7. gondii

ID | Sexo Resultado — Sorovares — Titulos Resultado — Titulos
34 F Negativo Positivo (25600)
35 F Negativo Negativo
36 | M Negativo Negativo
37 F Negativo Positivo (50)
38 M Negativo Negativo
39 F Negativo Negativo
40| M Negativo Negativo
42 F Negativo Negativo
43 F Negativo Negativo
46 | M Negativo Negativo
47 F Negativo Negativo
48 F Negativo Negativo
50 F Negativo Negativo
51 M Negativo Negativo
55 F Negativo Negativo
56 | M Negativo Negativo
57 F Negativo Negativo
58 M Negativo Negativo
59 F Negativo Negativo
61 M Negativo Negativo
79| M Negativo Negativo
80| M Negativo Negativo
81 F Negativo Negativo

Legenda: M: macho. F: fémea.
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APENDICE C: Resultado das enterobactérias isoladas e dos testes de sensibilidade

antimicrobiana realizados nos peixes-bois marinhos em cativeiro do Brasil.

ID | Sexo | Idade Eggbie Resultado Neo | Amp | Amo | Pen | Tet | Gen | Eri
2 | M |[Juvenil| Nasal Arizona sp. - R R |R|T|R|-
M |Juvenil| Oral Enterobacter SRR |R|[T] T
aerogenes
2| M |Juvenil| Oral Enterobacter IR IR|R|[T] T -
aerogenes
2 | M |[Juvenil Anal E. coli - R R |R|T/|R|-
2 | M |[Juvenil Anal E. coli - R R |R|T|R -
2 | M [Juvenil| Nasal Proteus sp. - R R |R|T|R -
2 | M |Juvenil Anal Proteus sp. - R R | R|R | I -
2 | M [Juvenil| Nasal Proteus sp. - R R |R|T|R -
2 | M |Juvenil Anal Proteus sp. - R R | R|R | I -
2 | M |Juvenil Anal Proteus vulgaris - R R | R|R | I -
2 | M |Juvenil Anal Proteus vulgaris - R R | R|R | I -
3 | F [Juvenil Anal Citrobacter sp. - R R |R|T]| R | -
3| F [Juvenil Anal E. coli - R R | R|R|R -
3| F [Juvenil Oral E. coli - R R | R|R|R -
3| F [Juvenil| Abscessos E. coli - R R |R|R| S -
3| F [Juvenil| Genital Edwasiella tarda - R R | R|R|R -
3| F [Juvenil| Genital Enterobacter - R R | R|R|R -
aerogenes
3 | F [|Juvenil| Nasal Enterobacter sp. - R R | R |1 S | R
3 | F |Juvenil| Abscessos Proteus sp. - R R |R|R| R | -
3 | F |Juvenil Oral Providencia sp. - R R | R|R| R | -
3| F |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| R | -
3| F |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| R | -
3 | F [Juvenil| Abscessos | Staphylococcus sp. - R R | R|R| R | -
3 | F [Juvenil| Abscessos | Staphylococcus sp. - R R | R|R| R | -
7 | M |Adulto Anal E. coli - R R | R|R|R -
7 | M |Adulto Oral Klebsiella sp. - S S S | S - | S
7 | M |Adulto Nasal Proteus sp. - R R |R|R| R | -
7| M |Adulto| Genital Proteus vulgaris - R R |R|R| R | -
7| M |Adulto| Genital Proteus vulgaris - R R |R|R| R | -
7 | M | Adulto Anal Providencia sp. - R R |R|T| R| -
7 | M |Adulto Nasal Providencia sp. - S R | R |R - | R
7 | M |Adulto Oral Pseudomonas sp. - R R |R|R| R | -
7 | M |Adulto Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| R |-

Continua
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ID | Sexo | Idade Tslgvoage Resultado Neo | Amp | Amo | Pen | Tet | Gen | Eri
9 | M |Filhote Anal E. coli - R R R | R | R -
9 | M |Filhote| Nasal fg;%%ﬁiﬁ I R|R|R|TI]|S]-
9| M |Filhote| Oral fggﬁ"’;’;‘ﬁ: I R|R|R|R|S|-
10| F |Juvenil Anal E. coli - - - - - - -
10| F |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - - - - - - -
10| F |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - - - - - - -
16| M |Juvenil Nasal E. coli - - - - - - -
16| M |Juvenil Anal E. coli - - - - - - -
16| M |Juvenil Anal E. coli - - - - - - -
16| M |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - - - - - - -
17| M | Adulto Anal E. coli - S R | R|S - | R
17| M | Adulto| Genital Enterobacter sp. - R R | R|S - | R
17| M | Adulto Nasal Pseudomonas sp. - R R | R |R - | R
17| M | Adulto Oral Staphylococcus sp. - S S S | R - | S
17| M | Adulto| Genital Streptococcus sp. - S S S | S - | S
19| M | Adulto Oral Corynebacterium sp. | - S S S | S - | S
19| M |Adulto| Oral Enterobacier s |1 |RrR|s| -|R
aerogenes
M |Adulto| Nasal Enterobacter | R|R|R|[I]| -|R
agglomerans
20| M | Adulto Oral Edwasiella tarda - S S S | S S | -
20/ M |Adulto| Oral Enterobacier | R | R |R|R| S| -
aerogenes
20| M | Adulto Anal Edwasiella tarda - R R R |1 R -
20| M |Adulto Nasal Staphylococcus sp. - S S S | R|R
25| F | Adulto Oral Edwasiella tarda - R R | R |1 S | R
25| F |Adulto Oral Corynebacterium - - - - - - -
25| F |Adulto| Oral Enterobacier ' s| 1 |RrR|s|s|R
aerogenes
25| F | Adulto Nasal Edwasiella tarda - R R |R|R| S |R
25| F | Adulto Nasal Edwasiella tarda - R R |R|S| S |R
25| F |Adulto| Oral Enterobacier R |1 |R|S| S|
sakazaki
27| F | Adulto Oral Edwasiella tarda - R R R | R - | R
27| F |Adulto| Oral Enterobacier I R|R|R|S| -|R
aerogenes
28| F |Adulto| Nasal Enterobacter s | s S| - |1
agglomerans
29| F |Filhote| Genital E. coli - S R - | R

Continua
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ID | Sexo | Idade Tslgvoage Resultado Neo | Amp | Amo | Pen | Tet | Gen | Eri
29| F |Filhote| Anal Enterobacier s s |s|s| -1
aerogenes
29| F |Filhote Oral Klebsiella sp. - R R | R| S| - R
29| F |Filhote| Nasal Edwasiella tarda - S S S | S - | R
29| F |Filhote Oral Streptococcus sp. - S S S | S - | S
30| F |Adulto Anal Corynebacterium sp. | - R R | R|S - | R
30 F |Adulto Anal E. coli - S S S |S - | R
33| F |Filhote| Nasal E. coli - S S R | S - | R
33| F |Filhote| Oral Enterobacter | R | R|R|R| -|R
aerogenes
33| F |Filhote| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R |R - | R
33| F |Filhote Oral Staphylococcus sp. - R S R | S - | R
34| F |Adulto Oral E. coli - S S S |S - 1S
34| F |Adulto Oral E. coli - S R | R | R - | R
34| F | Adulto Nasal Enterobacier - S R | R | S - | R
agglomerans
35| F |Filhote| Oral Enterobacter /R |R|R|T|-|R
aerogenes
35| F |Filhote| Nasal Enterobacter R | R|R|R| -|R
agglomerans
35| F |Filhote| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| - |R
37| F |Juvenil| Nasal Proteus sp. - R R | R|R| R |-
37| F |Juvenil| Nasal Proteus sp. - R R |R|R| R | -
37| F [|Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| R | -
39| F |Adulto Nasal Corynebacterium sp. | - S S S | S - | S
39| F | Adulto Nasal E. coli - R R | R | S R
39| F | Adulto Nasal E. coli - R R |R|S| S |R
39| F | Adulto Nasal E. coli - S S S| S| S |S
39| F | Adulto Oral Edwasiella tarda - R R | R[S | - R
39| F |Adulto| Oral Enterobacter | RIR|R|S|s |1
agglomerans
39| F | Adulto Oral Streptococcus sp. - R R | R |1 - | R
40| M |Filhote| Nasal E. coli - R R | R |R - | R
40| M |Filhote| Nasal Edwasiella tarda - R R | R |1 - | R
40| M |Filhote| Nasal Enterobacier | R | R|R|[R| -|R
aerogenes
40| M |Filhote| Oral Enterobacter | R | R |R|R| -|R
aerogenes
42| F |Filhote| Oral Enterobacter | R|R|R|T| -|R
aerogenes

Continua
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ID | Sexo | Idade Tslgvoage Resultado Neo | Amp | Amo | Pen | Tet | Gen | Eri
42| F |Filhote| Nasal Enterobacter IR|R|R|S| -|R
aerogenes
55| F |Filhote| Nasal Enterobacier | R|R|R|R|S[R
aerogenes
56| M |Filhote Anal E. coli - S R | R | I - | R
56| M |Filhote Anal E. coli - S I R | S - | R
56| M |Filhote| Nasal E. coli - S S S | S - | S
56| M |Filhote| Nasal Staphylococcus sp. - R R | R|S - | R
56| M |Filhote| Genital Staphylococcus sp. - R R | R|S - | R
57| F |Filhote Anal E. coli - S R | R | I - | R
57| F |Filhote| Genital |  Crerobacter - 1 p | R IR |s| - |R
agglomerans
57| F |Filhote Oral Staphylococcus sp. - S R I | R - | R
57| F |Filhote Oral Staphylococcus sp. - S S S | S - |S
57| F |Filhote| Nasal Staphylococcus sp. - S S S | S - | S
58| M |Filhote| Nasal Proteus vulgaris - S S R|S |- |R
58| M |Filhote| Nasal Proteus vulgaris - R R | R |R - | R
58| M |Filhote Oral Streptococcus sp. - S S S| S| S |S
59| F |Filhote Oral E. coli - S R | R | I S | R
59| F |Filhote| Nasal Pseudomonas sp. - R R |R|R| S |R
60| M |Filhote| Nasal Bacillus sp. - S S S| S| R R
60| M |Filhote| Nasal Corynebacterium sp. | - S S S | I S | 1
60| M |Filhote Oral E. coli - S R |R|S| S |R
61| M |Juvenil| Genital E. coli - R R |R|R| R -
61| M |Juvenil| Abscessos E. coli - R R | R|R|R -
61| M |Juvenil Anal E. coli - R R |R|R| R -
61| M |Juvenil Anal E. coli - R R | R|R|R -
61| M [Juvenil | Abscessos E. coli - R R | R|R| R | -
61| M |Juvenil| Genmital | EMercbacter | g | g IR |s|s | -
aerogenes
61| M |Juvenil| Oral Enterobacter IR | R|R|R|R|-
aerogenes
61| M |Juvenil| Oral Enterobacter IR | R|R|R|R|-
sakazaki
61| M [Juvenil Anal Providencia sp. - R R | R|T| R | -
61| M |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R |R|R| R | -
61| M |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R|R| R |-
61| M |Juvenil| Nasal Pseudomonas sp. - R R | R |R R
61| M |Juvenil| Abscessos | Staphylococcus sp. - R R |R|R| R | -
92| M |Filhote Oral Arizona sp. - R R | R |1 - | R

Continua
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ID | Sexo | Idade rgle:,:[:ie ¢ Resultado Neo | Amp | Amo | Pen | Tet | Gen | Eri
92| M |Filhote Anal E. coli - S S | S - |1
92| M |Filhote| Nasal E. coli - S R | S - | R
92| M |Filhote| Genital Staphylococcus sp. - S S | S - | S
92| M |Filhote Oral Streptococcus sp. - S R | S - | R

Legenda: Neo: neomicina. Amp: ampicilina. Amo:

tetraciclina.

intermediario.

Gen: gentamicina. Eri: eritrominica.

amoxicilina. Pen: penicilina. Tet:

R:

resistente. S:

sensivel.

I:
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APENDICE D: - Recomendacdes de Manejo e de Biosseguranca (Protocolo Operacional
Padrao - POP) para Instituicoes Mantenedoras de Peixe-Boi Marinho em Cativeiro

Os peixes-bois marinhos por serem ameacados de extingdo no manejo em cativeiro
deve ser mantido sempre o estado de alerta quanto a saude dos animais, realizando a pesquisa
cientifica, o monitoramento e a vigilancia epidemiologica. Para a padronizacao destas
atividades ¢ recomendada a adocao das medidas de biosseguranca, protocolo operacional

padrao - POP e manejo a serem adotados.

Cuidados no ambiente

Deve realizar o controle rigoroso de animais sinantropicos e pragas nas areas de
manejo e permanéncia dos animais, assim como nos locais de armazenamento e preparo dos
alimentos. E recomendavel o uso de telas.

A. Colocar pedilivios com produtos desinfetante, atoxico e ndo abrasivo na entrada e
saida da 4rea destinada aos animais (recintos, drea de preparo e fornecimento de
alimento), com rodizio semanal. Utilizar na diluicdo sempre agua limpa e a solucdo
deve ser trocada diariamente.

B. Realizar a conduta diaria de limpeza dos recintos onde tenha a presenca de animais,
com desinfec¢@o da 4gua e retirada das fezes o mais breve possivel.

a. Utilizar 4gua tratada previamente com cloro liquido, entretanto somente apds a
verificagdo da diminui¢do da concentra¢do de cloro que deve ser permitida a
presencga de animais.

b. Realizar a andlise dos parametros fisicos e quimicos da agua (pH, ureia,
turbidez, cloro, salinidade).

c. Nos locais onde houver possibilidade de tratamento de 0z6nio, esta metodologia
podera ser adotada.

C. Utilizar para a retirada das fezes recipiente sem peneiracdo (tipo balde ou
semelhante), evitando que as fezes dissolvidas na 4gua contaminem o ambiente.
Utilizar material exclusivo para cada recinto.

D. Realizar a desinfec¢do imediata apds o uso dos equipamentos e materiais utilizados e
descartes dos fomites utilizados no manejo dos animais;

E. Realizar diariamente a desinfec¢do das areas de preparo de alimento (chdo, bancadas

e utensilios) com um dos produtos abaixo, preferencialmente alternando o uso entre
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eles. O produto deve ser utilizado com luva, sapato fechado e mascara e esperar a
secagem antes de permitir a presenga de pessoas ou animais.

a. Hipoclorito de sodio 1%.

b. Glutaldeido 2%.

c. Lysoform bruto®.

Cuidado com os animais

A. Seguir protocolo de avaliagao laboratorial e das medidas de biometria dos animais de
acordo com a idade, com exce¢ao de animais doentes que devem ter a frequéncia de
acordo com o tratamento prescrito pelo médico veterinario.

a. Neonatos (até 30 dias): uma vez por semana.
b.Filhotes de dois a seis meses: quinzenalmente.
c.Filhotes de sete a 24 meses: mensalmente.
d.Juvenis de dois a seis anos: bimestralmente.

e. Adultos: trimestralmente.

B. Realizar limpeza dos animais com esponja ou escova de cerdas macias, em todo o
corpo, evitando a face e utilizando sabdo antisséptico (Clorexidina 2%) ou PVPI
dergemante (uso topico) em filhotes a0 menos uma vez ao més e nos demais animais
nos dias de manejo e biometria conforme cronograma supracitado.

C. Realizar colheita de material e diagnosticos hematoldgico (hemograma e bioquimica
sérica), parasitdrio (endoparasitas, protozoarios), viral (rotavirus, coronavirus,
morbilivirus, papilomavirus), bacterioldégico (hemocultura, Salmonella spp.,
enterobactérias, Mycobacterium spp.) e soroldogico (toxoplasmose, leptospirose e
brucelose) em todos peixes-bois marinhos no momento exato de sua chegada a
instituicao, mantendo-o em quarentena até a estabiliza¢do do animal e verificagdo dos
resultados negativos para as andlises realizadas. Para o plantel de animais cativos,
além dos exames hematologicos que devem ser seguidos conforme cronograma
supracitado deverd ser realizado uma pesquisa dos agentes mencionados ao menos
uma vez ao ano, gerando relatorio da saude dos animais periodicamente.

D. Realizar colheita de material e diagndsticos nos animais antes e apds a mudanca de

recinto, registrando a atividade (data, recinto, animais presentes em ambos 0s recintos,
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analises laboratoriais realizadas, comportamentos antes e¢ apds a mudanca) em
planilha.

E. Nos animais soropositivos para anticorpos anti-Leptospira spp devem ser realizados
exames seriados com intervalo de sete dias durante trés semanas.

F. Os exames que nao forem conclusivos com teste de triagem devem ser repetidos com
testes mais especificos.

G. Nos animais em que tenha sido isolado algum agente etiologico selecionado deve ser
realizado exames para que se verifique se o animal estd eliminando o agente e a
tentativa de identificacdo da fonte de infecgao.

H. Em toda colheita, manter uma amostra em microtubo armazenado a -20°C de soro
sanguineo e sangue total; uma lamina de esfregago sanguineo fixada com Panotico,
uma amostra minima de 5 g de fezes congelada em pote estéril e uma amostra de fezes
conservada em AFA. Manter estas informag¢des em banco de dados padronizados.

[.  Realizar a descri¢do de quaisquer sinais clinicos que o animal apresente, mesmo que
a principio ndo haja associacdo entre estas informagdes, mantendo sempre atualizada a
ficha clinica dos animais em formato digital e impresso.

J. Padronizar e manter banco de dados de informag¢des quanto ao historico, mudanca de
recinto, clinica, manejo dos animais e identificacdo dos individuos em que teve
contato em cativeiro.

K. Controlar o uso de antibidticos nos animais cativos procurando sempre que possivel
realizar exames de teste de sensibilidade antimicrobiana antes da escolha do farmaco,
evitar repeticdes de um mesmo antibidtico e fazer planilha individual dos antibidticos

utilizados.

L. Realizar a higienizagdo e desinfec¢do com hipoclorito de so6dio dos alimentos

fornecidos aos animais.
Cuidado com funcionarios (técnicos, tratadores e voluntarios)
A. Antes e ap6s 0 manejo com os animais ou manipulagdo dos alimentos, a mao e

antebrago deveram ser lavados com sabdo antisséptico, alternando a cada semana os

produtos antissépticos. Apos a lavagem, utilizar papel-toalha para a secagem das
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maos. Manter unha sempre limpa e aparada. Utilizar os seguintes produtos para a
limpeza e desinfeccao:

a. Sabdo antisséptico clorexidina 2%.

b.Gel antisséptico com solucdo alcodlica 70%.

c.PVPI 10%.

Evitar utilizacao de mesmo tratador para o manejo com os filhotes e adultos.

Durante o preparo e fornecimento dos alimentos, os funcionarios devem utilizar luva
de procedimento, mascara e touca descartaveis, sapatos fechados. As roupas devem
ser trocadas diariamente.

Nas atividades de manejo dos animais, técnicos, tratadores e demais envolvidos,
devem estar com luva de procedimento, mascara e touca descartaveis ¢ sapatos de
neoprene.

Realizar periodicamente trabalhos de ensino de Educagao em Saude com os técnicos
e tratadores informando sobre a necessidade de adog¢do das medidas higiénico
sanitarias e conscientizando quanto a necessidade de uso de Equipamentos de Protecdo
Individual — EPIs.

Realizar exames periddicos relacionados a doencas com potencial zoondtico nos
técnicos e tratadores, assim como verificar a vacinagdo periddica para raiva, tétano e

Febre Amarela destes funcionarios.
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9 ANEXOS

ANEXO A: Licenca do Sistema de Autorizacio e Informac¢ao em Biodiversidade —

SISBIO - Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
de Autori e Infi ¢ao em Biodiversi - SISBIO

Autorizacgdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 20685-4 Data da Emissdo: 12/09/2013 16:35 | Data para Revalidacdo*: 12/10/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser idad: ual le i aap ¢da do relaléria de alividades a ser enviada par meio do Sisbio no praco de alé 30 dias

a contar da data do aniversdrio de sua emcssso

Dados do titular
Nome: Fernanda Lalller Niemeyer Allademo CPF: 073.122.037-44

Titulo de Projeto: Estudo epidemioldgico e de fatores de risco de doencas em peixe-boi marinha (Trichechus manatus} no Brasil

Nome da Instituicdo : universidade federal rural de PE lCNPJf 24.416.174/0001-06

Cronograma de atividades

# Descricda da afividade Inicia [Mes/ana) | Fim {mes/anay
[ 1| Calheita de material biclbgica em Femamhuco 72008 0820
Calheita de material biologica em Alagoas 172009 05:20
(3 | Calhsita de material biolagica na P’)mlba 17/2009 08/20
envio @ analise de material para 172009 01/20
[5_[andlise de material e [aboratoro 7. 0372012
[6_|Colheila de malerial biolbgico de animais reinlrogdusdos 037, 0872011
[7_|Calneita de material biolbgica de animais natizas 1272011
[8 |[Elabaracao programa de biosseguranca 04/2013
[9 | Finalizacha da pesquisa ¢ entrega dos resultadus finais 012014
Observagdes e ressalvas
As atividades de campa exercidas por pessoa natural ou juridica cstrangeira, em todu o territano nacional, gue impli o de recursos ¢
1 | matariais, tanda por ohjeto colatar dados, matariais, aspacimas hiclégicos @ minarais, pagas intagrantas da cultura nativa e cultira papular, prasenta & passada,
abtidos par meio de recyrsas e téenicas gue se destinem 2o estudo. A difusao ou & isa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Cigngia e Techologia.
Esla aulorizagao NAO exime o pesquisador blular & os bros de sua equipe da idade de obler as em oulros Tegais, bem
2 |come do consentimento do responsavel pela drea. publlca oL pnvadﬁ Dnde serda reailzada a atividade, inclusive do o orgso gestor de tera indigena (FUNAI}. da
unidade de conservagao estadual, distrital ou icipal, ou do . ario, posseiro au marador de drea dentro dos limites de unidade de conservacaa
federal cujo p de reqularizagao fundidria encontra-se om curso.
Este documento somants podera ser utilizado para os fins pravistos na Instmgén Normauva IBAMA n* 1542007 ou na Instrucdo Narmativa ICMBio n® 1012010, no qua
3 |especifica esta Autorizagdo, ndo podenda ser utilizado para fing i U esportivas. O material biolégica coletado devers ser utiizado para atiidades
[ |cientilicas ou didalicas no dmbilo do ensino superior.
4 A autorizacao para envio ac exterior de material biolégico nac consignade deverd ser requerida por meio do endereco eletranico www.ibama.gow. br (Senvicos on-ine -
[ |Licer ara i rtacio ou exportacio de flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O titular de licenga ou autorizacao & os membros da sua equipe deverao optar por métodos de culeta 2 i de captura diraci . SEMpPrs que possivel,
4 [ Ao grupo taxondmica de interassa, avitando a morta ou dano significativa a outros grupos; @ ampregar asforgo da colata ou faptura que n#a comprometa a viabilidade
de o grupo iGo de i em digao in situ.
O lilular de a\llunzas;au ou de Ilcem,a pemldnenle. assim wmu o3 mernbros de U equipe, guando da violacao da legislagdo vigenle, ou quandu da inadequagao,
6 | omissao ou falsa di que a do ato. poderd. mediante decisdo motivada. ter a autorizagéo ou licenca
| |suspensa ou revogada pelo ICMBlo & o material biolégice coletado apreendido nos termes da legislacdo hraslelva em vigor.
Este documento nau dispensa o cumpnmenlo da legislagio que dlsuoe sobre acesso 3 = do pi Anio geneética existante no tewitdniu nacional, na
7 | plataforma i £ nazona iva, ou an i an patri io gonética, para fins do pesquisa cientifica,
hioprospecedo € desenvolvimento techolbyico. Veja maiores mformaqaes £ WA NS g -bricgen.
2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador lilular desla @ icagan devera conlaclar a adminslragao da unidade a hin de CONFIRMAR
AS DATAS das dicdes. as condigdes para realizacdo dus colelas e de uso ¢a inlra-eslrulura ¢a unidade.
9 As ativi nesta autori; ce listas oficiais (de abrangéncia nacicnal, estadual au municipal) de espécies
[~ | ameacadas de extingdo, sabreexplotadas au ameggada: de sobreexplotacia.
Equipe
[ # | Nome Funcgéo CPF Doc. ldentidade Nnclondtdm
1 [INES DE LIMA SERRANO Pcsquisadora 517.219.704-44 2080272 S5P-PE
[2 [lean Carlos Ramos da Siva i i $23.2R9.644-00 3.429.942 SSP-PE )
3 | Rinaldu Aparetido Mota Pesquisador I r«sielra
4 | Vanessa ¢z Oiveira Ribeira e L [ T MG-10865795 PC-MG-MG | Brasileira
Este documento (Autorizacdo para atividades com finali cientificaj foi exp com base na Instrugdo Normativa n*154/2007. Através da codigo
de a icacdo abaixo, idaddo podera verificar a icidade ou deste d ita, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio ha

Internet (www icmbio.gov.brisishio).
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