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Introducao

A crescente urbanizacao no Brasil fez com que o ambiente natural dos animais
silvestres ficasse cada vez mais reduzido, gerando maior proximidade destes com 0s
animais domeésticos e o homem. Este contato pode gerar perdas irreparaveis a fauna
silvestre, desde transmissdo de patdogenos, como leptospirose, até a extincdo de
espécies (DASZAK et al., 2001).

O Distrito Federal possui uma area territorial de 5.779,999 km?, correspondente
a aproximadamente 0,1% do territorio nacional. Dentro da regido estdo localizadas
grandes reservas naturais que, ao longo do tempo, com a expansao urbana, se
aproximaram de residéncias e margearam as cidades. Essa configuracdo espacial
favorece o contato entre animais silvestres, domeésticos e o homem (ICMBio, 2018).

Para que possam ser elaboradas estratégias de controle de doencas
infecciosas, € importante que se conheca a situacdo epidemiolégica da regido. No
caso da leptospirose em animais silvestres no Distrito Federal, os estudos sao
escassos e a situacao ainda € pouco conhecida. Isso provavelmente se deve ao fato
da dificuldade de captura das espécies na natureza, dos altos custos envolvidos no
trabalho, além da demanda de m&o de obra especializada para a realizacdo da
pesquisa.

O presente trabalho teve como objetivos estimar a frequéncia de leptospirose
em mamiferos silvestres recém-chegados no CETAS-DF, utilizando as técnicas de
soroaglutinacao microscopica e a reacao em cadeia pela polimerase (PCR), além de
determinar o sorovar mais provavel e a espécie de mamifero que o apresenta com
maior frequéncia. Os dados obtidos permitem também mapear a origem dos
mamiferos que sdo encaminhados ao CETAS e relacionar os achados com a

frequéncia de leptospirose.
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CAPITULO |

REFERENCIAL TEORICO

A Leptospirose

A leptospirose, doenga infecciosa distribuida mundialmente, € uma zoonose
bacteriana de grande importéancia, que afeta muitas espécies de animais selvagens,
domeésticos e o homem. Estudos sobre este agente em animais selvagens
identificaram a presenca de Leptospiras spp. em diferentes espécies, principalmente
em mamiferos, 0os quais podem atuar como reservatoério para a doenca. Roedores e
pequenos marsupiais parecem ser as fontes de infeccdo de maior importancia
(CORREA et al., 2004).

No Brasil, existem estudos mostrando diferentes sorovares em diversas
espécies de animais selvagens de cativeiro e vida livre, em animais domésticos e no
homem (OLIVEIRA et al., 2013). Em animais domésticos as perdas produtivas podem
ser consideraveis, ja que a leptospirose normalmente esta associada a abortamentos,
infertilidade dos reprodutores, mortalidade neonatal e reabsorcéao fetal (FAINE, 1982).

O contato entre os animais selvagens, domésticos e 0 homem, cria novas
oportunidades de transmissdo de doencas e pode causar perdas econbmicas na
producdo animal e levar ao aparecimento de zoonoses em humanos (SANCHES &
LAVIN, 2014). O estudo de doencas em animais selvagens adquiriu tal grau de
importancia que a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) incorporou as
doencas infecciosas nestes animais em suas diretrizes (OIE, 2010). O monitoramento
da saude dos animais selvagens é considerado um componente importante nos
programas de controle ou erradicacdo de doencas e nas politicas de saude publica e

animal, para a gestdo e conservacao de espécies selvagens (JORGE et al., 2010).
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A bactéria

As Leptospiras spp. sé@o bactérias do Filo Spirochaetes, Classe Spirochaetes,
Ordem Spirochaetales, Familia Leptospiraceae e Género Leptospira, que possuem
uma morfologia bem caracteristica, com comprimento de 4 a 20 um, largura de 0,1 a
0,15 uym, espiras curtas de 0,5 um e regulares, com extremidades encurvadas e um
formato das letras C, J ou S. Quando vistas em microscopio, exibem movimento
rapido, rotatorio, sobretudo ao nivel das extremidades encurvadas, a parte central se
mantém mais ou menos fixa, que resulta em um aspecto em oito. O método de escolha
para o exame bacterioscopico € a microscopia de campo escuro (Figura 1) (BIER,
1990).

Figura 1 - Leptospira spp. em microscopia de campo escuro (ADLER &
MOCTEZUMA, 2010).

Com relacdo ao seu metabolismo, sdo aerobios obrigatérios com um
crescimento 6timo a temperatura de 28 a 30 °C e produzem catalase e oxidase. Além
disso, crescem em meios simples enriquecidos com vitaminas (vitaminas B2 e B12
sao fatores de crescimento), gordura de cadeia longa, acidos e sais de aménio, acidos
graxos de cadeia longa sao utilizados como a unica fonte de carbono e sé&o
metabolizados por B-oxidacéo (BIER, 1990).
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A classificacdo da Leptospiras spp. resumiu-se, por muitos anos, em dividir a
bactéria em dois géneros através de caracteristicas bioquimicas: Leptospira
interrogans, compreendendo todas as estirpes patogénicas, e Leptospira biflexa,
contendo as linhagens saprofitas que foram isoladas do ambiente. A Leptospira biflexa
foi diferenciada da Leptospira interrogans pelo crescimento a 13 °C, crescimento na
presenca de 8-azaguanina (225 mg/ml). Tanto a Leptospira interrogans quanto a
Leptospira biflexa foram divididas em numerosos sorovares definidos por aglutinagéo
apos absorcao cruzada com antigeno homdélogo. Mais de 60 sorovares de L. biflexa
foram registrados. Dentro da espécie Leptospira interrogans sédo reconhecidos mais
de 200 sorovares (LEVETT, 2001).

Estudos em nivel molecular observaram uma grande variabilidade genética,
que reorganizou a classificagdo das Leptospiras spp. Com relagdo as patogénicas sédo
relatadas dez espécies: L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. terpstrae, L.
santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi e L. alstonii, que sdo capazes
de infectar e causar doenca em humanos e animais. As cinco espécies intermediarias
sao L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii e L. licerasiae, que foram isoladas de
humanos e animais e podem ser a causa de uma variedade de manifestacées clinicas
leves. Por fim, as espécies saprofitas sdo a L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L.
vanthielii, L. terpstrae, L. idonii e L. yanagawae, que séo bactérias ambientais e nao
causam doenca em seres humanos ou animais (BOURHY et al., 2014; GUEDES,
2017).

Nos ultimos anos, um projeto de genoma pan- Leptospira, apoiado pelo Centro
de Sequenciamento de Genoma do Instituto Nacional de Alergia e Doencas
Infecciosas (NIAID) forneceu aos pesquisadores sequéncias gendmicas completas
que permitiram grandes analises genbmicas comparativas. Dentro das espécies
patogénicas foram possiveis identificar ainda mais subclusters de patogenicidade
variavel (THIBEAUX et al., 2018).

Recentemente, em um estudo feito por Thibeaux et al. (2018), foram
identificadas e descritas 12 novas espeécies de Leptospiras spp. A L. ellisii, L.
barantonii e L. adler foram agrupadas como patogénicas. L. perolatii, L.
neocaledonica, L. saintgironsiae, L. haakeii e L. hartskeerlii foram classificadas como
intermediarias e as espécies L. harrisiae, L. levettii, L. brenneri e L. macculloughii

foram consideradas saprofitas.
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Patogenia

As Leptospira spp. penetram no organismo do animal através de ferimentos na
pele ou mucosas da boca, nariz e conjuntiva ou por via venérea, através do coito, ou
por via transplacentaria durante o periodo de leptospiremia no animal prenhe. A
bactéria alcanca o figado através de vasos linfaticos, onde se multiplicam durante
aproximadamente cinco dias, seguido pela leptospiremia (estagio febril), também
conhecida como fase precoce da doenca. Nesta fase, é possivel encontrar o agente
em varios 6rgaos, embora rins e figado sejam os mais atingidos (OLIVEIRA, 1984;
BRASIL, 2014). Quando infecta os rins, a bactéria coloniza os tubulos renais e pode
se tornar uma infeccéo cronica que resulta em uma eliminagao intermitente do agente
pela urina por anos e, provavelmente, pela vida inteira de um rato infectado com L.
icterohaemorrhagiae (BUXTON & FRASER, 1977).

A infeccédo, no geral, resulta da exposi¢édo a urina de animais portadores, e, por
isso, é de extrema importancia conhecer os sorovares prevalentes em uma populacéo
e 0s hospedeiros que permitem a manutencao do ciclo da doenca. Assim, € possivel
um entendimento epidemiolégico e a montagem de estratégias preventivas
(OLIVEIRA et al., 2013).

Sinais clinicos

A leptospirose pode atingir animais de qualquer idade, raca ou sexo, se nao
houver imunizacdo prévia. A maioria dos animais com doenca clinica superaguda
normalmente apresenta vOmito, diarreia, taquipneia, anorexia, depressao,
hiperestesia muscular generalizada, febre, mucosas palidas, petéquias, equimoses,
melena e epistaxe devido a trombocitopenia e coagulacao intravascular disseminada
(NELSON & COUTO, 2001).

Os sinais clinicos variam de acordo com a idade e o estado imunolégico do
animal, fatores ambientais que afetam a sobrevivéncia da leptospira e viruléncia da
cepa infectante. O hospedeiro primario geralmente ndo apresenta sinais clinicos nem
a doenca de forma grave, mas o hospedeiro incidental pode manifestar a doenca de
forma aguda e morrer (TILLEY & SMITH JR., 2003).
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Na fauna silvestre, os sinais clinicos mais relatados sédo a baixa da fertilidade,
nascimento de animais debilitados, aborto e afeccdes oculares. E importante conhecer
mais informacdes sobre a leptospirose nesses animais para que se possa entender
melhor o ciclo da doenca (LUNA et al., 1996).

Aspectos epidemiolégicos da doenca

A leptospirose ocorre em todo o territorio nacional em todos 0os meses
do ano, mas com maior frequéncia em periodos chuvosos. Em areas urbanas,
principalmente nas grandes cidades, apresenta um carater epidemiolégico mais
grave, devido a aglomera¢cfes populacionais de baixa renda, que vivem a beira de
corregos, em locais com infraestrutura sanitaria precaria e com infestacdes de
roedores, fatores que favorecem o aparecimento de pacientes (BRASIL, 2014).

No Brasil, no primeiro semestre de 2018 foram confirmados 1876 casos de
leptospirose humana, 229 na regido Norte, 605 na regido Sudeste, 655 na regido Sul,
279 na regido Nordeste e 38 casos na regido Centro-Oeste. O numero total de Obitos
pela doenca no pais foi de 155 pessoas, quatro dessas na regido Centro-Oeste
(BRASIL, 2018).

Em animais selvagens, a epidemiologia da doenca pode ser alterada por
fatores de origem natural ou antrépicos, como o crescimento da atividade
agropecuaria em um determinado local, fragmentacdo de habitat, poluicdo e acéo
humana. A selecdo natural faz com que os patdgenos sejam selecionados a se
adaptarem nas condi¢Oes presentes. A infeccdo em animais silvestres pode ocorrer
por conta do contato com animais domeésticos e vice-versa (MARVULO &
CARVALHO, 2014).
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Diagnostico

O diagnostico da doenca baseia-se na associacdo dos sinais clinicos e testes
laboratoriais. O isolamento de Leptospira spp. pode ser feito a partir de diferentes
amostras e técnicas (GUEDES, 2017). No sangue é detectada durante os primeiros
sete a dez dias da infeccdo, e a partir da urina durante aproximadamente duas
semanas apoés a infeccdo inicial, tanto por cultura em meio liquido quanto por
inoculacao natural.

Para fazer a cultura, o sangue, a urina ou tecidos do animal podem ser
utilizados e colocados em meios como Korthof’s, Schuffner’s ou Fletcher’s com 20%
de soro de coelho a 37 °C de forma aerébica até que a colbnia fique visivel. Isso pode
demorar de trés a quatro semanas, e depois sdo incubados na temperatura de 29 a
32 °C (BUXTON & FRASER, 1977). As colbnias de Leptospira spp. formam um anel
de crescimento bem caracteristico, de 1 a 3 cm abaixo da superficie (Figura 2), nos
meios semissolidos de Fletcher ou EMJH (Ellinghausen modificado por Jonhson e
Harris) (OLIVEIRA, 1984).

Figura 2 — Crescimento de Leptospiras spp. em meio semissolido Ellinghausen

modificado por Jonhson e Harris, com o anel caracteristico (ARQUIVO PESSOAL).
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Para fins diagndsticos, também € possivel a inoculacédo das amostras suspeitas
em ratos, camundongos ou preas. O material biolégico suspeito € centrifugado com
solugéo salina e inoculado por via intraperitoneal nos animais teste. A inoculacéo
também pode ser feita em pele escarificada (BUXTON & FRASER, 1977).

A soroaglutinacdo microscépica (SAM) € uma técnica muito utilizada para
diagndstico e baseia-se na aglutinacdo de antigenos com seus sorovares conhecidos.
Através de sucessivas diluicdes das amostras, observa-se a aglutinacdo ou a lise do
microorganismo (Figura 3). Em testes positivos € possivel notar que 0s soros menos
diluidos terdo aglutinacdo de leptospiras e nas mais diluidas observa-se a lise da
bactéria (BUXTON & FRASER, 1977). O titulo se torna positivo ap6s uma semana,
com picos em 3 a 4 semanas, e mantém-se positivo por meses tanto apés a infec¢ao
natural como vacinagdo. A principal vantagem dessa técnica € poder detectar o
sorogrupo envolvido na infeccdo, porém, a desvantagem € a necessidade de se
trabalhar com pessoas treinadas e disponibilidade de cepas de leptospiras vivas
(SHERDING, 1998).

Figura 3 — A) Reacdo positiva na soroaglutinacdo microscépica observada em
microscépio de campo escuro. Nota-se a formacao de aglutinados entre o antigeno e
anticorpos da amostra testada referenciado. B) Reacéo negativa na soroaglutinacéo
microscopica (ARQUIVO PESSOAL).
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A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) possui alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se um método de diagndstico cada vez mais utilizado em
seres humanos e animais. Atualmente, a juncao da técnica de isolamento em meio de
cultura que possui baixa sensibilidade e alta especificidade, com a PCR tem sido
recomendada para a identificacdo da Leptospira spp. em amostras clinicas (VIEIRA
et al, 2017). Esta técnica permite ampliar pequenas quantidades do DNA da bactéria
em diferentes amostras, ainda que o animal ndo apresente sinais clinicos da doenca.
Porém, a desvantagem é um custo maior comparado a técnica de soroaglutinacdo

microscopica (BAL et al., 1994).

Tratamento

A selecédo do antibiético deve ser baseada na condicao clinica do animal, na
seguranca do farmaco com a espécie a ser tratada e a variedade de formas a ser
administrada para facilitar o tratamento e evitar o estresse do animal. No geral, o uso
de antibiéticos durante a leptospirose aguda facilita a recuperacgéo e elimina o agente
do sangue e tecidos. A continuidade da terapia a partir da recuperacao clinica do
paciente ajuda na prevencdo ou eliminacdo da bactéria no trato urinario (BOLIN,
2003).

Na tabela 1, Corréa (2007) cita alguns protocolos terapéuticos para o0
tratamento da doenca. Segundo a autora, o tratamento com antibiéticos é efetivo
durante os primeiros sete a dez dias da infec¢do e reduz o avanco da leptospirose e

a presenca de sequelas.
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Tabela 1: Antibidticos de eleicdo e protocolos terapéuticos recomendados para

tratamento da leptospirose em diferentes espécies.

Grupo animal Farmaco Dose
Herbivoros Estreptomicina 12,5 mg/kg, g 12h, por 3 dias.
Tetraciclina 10-15 mg/kg, q 12h, por 3 dias.
Suinos Diidroestreptomicina 25 mg/kg, q 24h, por 3 dias
Carnivoros Oxitetraciclina 20-40 mg/kg, g 3 a 5 dias
Penicilina benzatina 100.000 U/Iég, g 24h, por 3
ias

Diidroestreptomicina
11 mg/kg, g 8h, por 3 dias
Primatas Doxiciclina
5-13 mg/kg, gq 24h, por 3 dias
Oxitetraciclina
20.000-60.000 Ul/kg, q 24h,
por 3 dias
Penicilina Benzatina

40.000 Ul/ kg, g 72h

Fonte: Corréa, 2007.

Controle e prevencéo

O controle da leptospirose estd ligado a cura ou eliminacdo de animais
portadores, emprego de medidas de higiene e vacinacao do plantel. Quando a fonte
de infeccao é identificada (alimentos contaminados, existéncia de ratos), medidas de
desinfeccdo, drenagem e combate a roedores devem ser consideradas (OLIVEIRA,
1984). Urina infectada, 4gua contaminada e hospedeiros reservatérios devem ser
evitados, de forma que as superficies contaminadas devem ser limpas com
detergentes e desinfetantes. Todos o0s sorotipos que infectam os mamiferos devem
ser considerados zoonoticos para os humanos (NELSON & COUTO, 2001).

Os animais silvestres tendem a mascarar sintomas de doencas e isso
representa um risco quando se pensa em espécies de cativeiro. Por isso, 0s
protocolos de biossegurangca devem ser rigorosamente seguidos, para diminuir 0s
riscos tanto para os profissionais envolvidos quanto para animais (MARVULO &
CARVALHO, 2014). A quarentena € um meio importante de prevencéo a entrada de

agentes infecciosos em um zooldgico ou criadouro. A criagdo de um local destinado
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ao programa de quarentena dos animais nao deve ser vista apenas como um prédio,
e sim como um conjunto de medidas preventivas para que tudo ocorra com eficacia
(SILVA & FELIPPE, 2014).

O controle de animais sinantropicos € um dos maiores problemas em um
protocolo de biosseguranca, principalmente quando se trata de animais cativos. O
controle de roedores € importante, mas muito dificil de se fazer quando se refere a um
zooldgico. Alguns animais ja estdo em processo de sinantropiza¢do, como a capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) e o sarué (Didelphis albiventris), o que gera um desafio
ainda maior no controle de prevencao (SILVA & FELIPPE, 2014).

A leptospirose em animais silvestres

As alteracdes antropicas de habitat causadas pela expansao da agricultura e
urbanismo sdo as principais responsaveis pela extingdo de espécies da fauna
selvagem e pela aproximagdo do ser humano com essas populagdes (VERDADE,
2014). O monitoramento de doencas que acometem animais silvestres deve ser
considerado tdo importante quanto a vigilancia e controle de doencas em animais
domésticos. Isso se deve ao fato de esses animais atuarem como sentinelas de
doencas animais, o que permite um manejo dessas doencas em animais domésticos
(OIE, 2018).

O manejo e controle de doencas de animais de vida livre representam um
desafio. Os sintomas muitas vezes nado sao facilmente percebidos como em animais
domésticos. A preocupac¢do com 0s animais silvestres e com a introducao de doencas
infecciosas nessas populacdes é crescente no mundo todo. Isso ocorre, pois, além de
ameacar a fauna silvestre local, também pode afetar diretamente os animais
domésticos e o homem (OIE, 2010).

Alguns estudos foram feitos no Brasil com animais cativos e de vida livre para
avaliar a prevaléncia de leptospirose nos locais pesquisados. Em zoologicos,
instituicbes destinadas a manutencdo de animais da fauna selvagem, a diversidade
de espécies de fora de seu habitat natural, em variadas condicdes, representa um
ambiente propicio a doencgas, incluindo as zoondticas como a leptospirose
(PIMENTEL, 2009).
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Na regido de Nhecolandia, no Mato Grosso do Sul, foram examinadas 315
amostras de soros sanguineos de animais silvestres de vida livre ou domésticos em
estado feral, por meio da prova de soroaglutinacdo microscopica para leptospirose.
Dessas amostras, 67 foram de bois baguas (Bos taurus indicus), 39 de porcos-
monteiros (Sus scrofa), 39 de budfalos (Bubalus bubalis), nove de quatis (Nasua
nasua), 41 de veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus), dez de veados-mateiros
(Mazama americana) e 110 amostras de ovinos (Ovis aries).

Em 12 animais que vieram a O6bito, seis porco-monteiro, quatro veados-
campeiros e dois ovinos, foram realizadas tentativas de isolamento de leptospira do
figado e dos rins por cultura em meio semissolido. Fragmentos desses 6rgaos foram
submetidos a exame histopatoldgico e também a exame para deteccdo das Leptospira
spp. pela técnica de imuno-histoquimica. Do total das amostras, 64 (20,3%) foram
reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. patogénica, dentre eles 16
bafalos (Bubalus bubalis), 27 boi baguas (Bos taurus indicus), sete porcos monteiro
(Sus scrofa), 10 ovinos (Ovis aries) e quatro veados- campeiro (Ozotoceros
bezoarticus), e 251 (79,7%) nao foram reagentes (GIRIO et al., 2004).

Fontana (2011) pesquisou anticorpos contra Leptospira spp. em 151 porcos-
monteiro (Sus scrofa domesticus) das regides da Nhecolandia e Abobral do Pantanal
sul-mato-grossense, para estimar o risco de transmissdo da leptospirose para os
rebanhos bovinos locais. Das amostras coletadas, 108 foram positivas na sorologia,
sendo que os principais sorovares encontrados foram Icterohaemorragiae, Pomona e
Autumnalis.

Em 2009, também no Pantanal-sul-mato-grossense, Vieira et al. (2009) fizeram
um levantamento de infeccao por Leptospira spp. em mamiferos silvestres da regido,
através da soroaglutinagdo microscoépica (SAM) e reacao em cadeia da polimerase
(PCR). Dos 146 animais testados na SAM, 34 foram reagentes, sendo que 0sS
sorovares encontrados com maior frequéncia foram Hardjobovis (28%),
Icterohemorhagiae (12%), M-110/2006 (isolado de Cerdocyon thous; 16%), Canicola
(LO14 isolada de Bos taurus, 4%), Whitcombi (4%), Pomona (20%), Autumnalis (12%)
e Copenhageni (M9/99 isolada de Rattus norvegicus, 4%). No PCR, das 70 amostras
testadas, 21 foram positivas.

Oliveira et al. (2013) realizaram uma revisdo bibliografica de 80 trabalhos

publicados com o objetivo de relatar os achados de Leptospira spp. em espécies
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domésticas, de criacdo, sinantropicas e silvestres. Dentre os dois ultimos citados, os
autores descreveram como reservatorios de Leptospira spp. o rato de esgoto (Rattus
norvegicus), considerado como o reservatorio do sorovar Icterohaemorrhagiae, o rato
d’agua (Nectomys squamipes) para o sorovar Australis, o prea (Cavia aperea azarae)
para sorovar Icterohaemorrhagiae e as capivaras (Hidrochoerus hidrochoeris)
relatadas como reservatérios dos sorovares patogénicos Bratislava e Noguchii.

Nos marsupiais da ordem Didelphimorfia, os gambas (Didelphis marsupialis e
Didelphis virginianus) foram descritos com titulos para os sorovares Ballum, Bataviae,
Icterohaemorrhagiae, Szwajizam e Grippotyphosa e também foram sugeridos como
reservatorios da bactéria. Em um estudo feito com 343 morcegos da regido de Sao
Paulo, constatou-se uma prevaléncia de 7,8% de animais positivos, demonstrando
também um potencial reservatérios nessas espécies (BESSA et al., 2010).

Vieira et al. (2019) conduziram um estudo na Mata Atlantica brasileira no qual
capturaram 128 mamiferos das Ordens Rodentia e Didelphimorphia para a pesquisa
de Leptospira spp., a partir de amostras de sangue e rins, por meio das técnicas de
soroaglutinacdo e PCR. Um total de 28% de amostras foram positivas para o lipL32
no PCR e quatro espécies patogénicas da bactéria foram identificadas: L. interrogans,
L. borgpetersenii, L. santarosai e L. noguchii. Destacou-se, portanto, o papel dos
pequenos mamiferos como portadores da bactéria na Mata Atlantica, assim como
potenciais fontes de infeccao para seres humanos e animais domeésticos.

O verdadeiro papel dos animais silvestres como fonte de infeccdo de
leptospirose para seres humanos e animais domésticos e seu impacto na saude
publica é controverso na literatura. Alguns trabalhos sugerem que espécies de vida
livre sdo fontes primarias de infec¢do para outras espécies, sendo que outros afirmam
que as estirpes circulantes na populacado de animais silvestres sdo improvaveis de
representar uma ameaca para animais domésticos. A diversidade de espécies
selvagens que desempenham o papel de reservatorio da doenca é ampla. O controle
e erradicacdo da leptospirose nesses animais € improvavel, mas ndo deve ser
negligenciado (VIEIRA et al., 2018).
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CAPITULO I

Leptospirose em mamiferos recebidos no Centro de Triagem de Animais

Silvestres do Distrito Federal

RESUMO

A leptospirose é uma zoonose difundida mundialmente e afeta diferentes
espécies de animais silvestres, representando um risco a saude publica, animal e a
biodiversidade. Este trabalho teve como objetivo descrever a presenca de Leptospira
spp. em mamiferos recém-chegados ao CETAS (Centro de Triagem de Animais
Silvestres) do Distrito Federal e correlacionar as espécies e suas distribuicdes
geograficas de captura. Durante o periodo de novembro de 2017 a novembro de 2018,
foram colhidas amostras de 114 mamiferos entregues na instituicdo. Dessas, 113
foram de soro sanguineo e 39 de urina, submetidas aos testes de soroaglutinacéo
microscopica (SAM) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), respectivamente. O
local de captura dos individuos foi registrado no momento de sua entrada. Foram
excluidos da pesquisa os animais que chegaram no CETAS-DF em risco de 6bito. O
Didelphis albiventris e o Callithrix penicillata representaram as espécies
encaminhadas com maior frequéncia ao CETAS-DF durante o periodo do estudo. Os
animais advém, principalmente, das regides da Asa Sul e Lago Sul. A presenca de
sarués (Didelphis albiventris) e saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) nos
centros urbanos indica a adaptacdo dessas espécies nesses ambientes. O Distrito
Federal possui um elevado numero de unidades de conservacado, facilitando a
introducdo de espécies silvestres na cidade. Oito soros testados para leptospirose
foram reagentes para trés sorovares diferentes (8/113; 7%), com titulagdes variando
de 100 a 200. Entre os sarués (Didelphis albiventris), 6,9% (5/72) foram reagentes ao
sorovar Copenhageni com titulagéo variando de 100 a 200, e um reagente ao sorovar
Icterohaemorrhagiae (1/72=1,4%). Dentre as outras espécies positivas, um tatu-
galinha (Dasypus novemcinctus) e um ourigo-cacheiro (Coendou prehensilis) foram
reagentes ao sorovar Butembo com titulagdo 100. Das amostras de urina testadas,

nenhuma foi positiva no PCR. Os resultados demonstram que a frequéncia de animais
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positivos foi baixa, com titulos baixos, indicando exposicao ao agente infeccioso, mas

nao necessariamente infeccao ativa.

Palavras-chave: Zoonose, Leptospira spp., CETAS, epidemiologia, soroaglutinacéao

microscopica.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis that is widespread worldwide and affects different
species of wild animals, posing a risk to public health, animal health and biodiversity.
The aim of this work was to describe the presence of Leptospira spp. in mammals
recently arrived at the CETAS (Wildlife Triage Center) of the Federal District, to
characterize the species and their geographic distribution of capture. During the period
from November 2017 to November 2018, samples of 114 mammals were collected in
the institution. Of these, 113 were of blood serum and 39 of urine, submitted to
microscopic agglutination test (MAT) and polymerase chain reaction (PCR),
respectively. The place of capture of the individuals was registered at the time of their
entry. Animals that arrived at CETAS-DF at death risk were excluded from the study.
Didelphis albiventris and Callithrix penicillata represented the species most frequently
referred to CETAS-DF during the study period. The animals came mainly from the
regions of Asa Sul and Lago Sul. The presence of white-eared opossum (Didelphis
albiventris) and black-tufted marmosets (Callithrix penicillata) in urban centers
indicates the adaptation of these species in these environments. The Federal District
has a high number of conservation units, facilitating the introduction of wild species in
the city. Eight sera tested for leptospirosis were reagents for three different serovars
(8/113, 7%), with titers varying from 100 to 200. Among the white-eared opossums
(Didelphis albiventris), 6.9% (5/72) were serovar reagents Copenhageni with titers
varying from 100 to 200, and one reagent to the serovar Ichterohaemorrhagiae (1/72
= 1.4%). Among the other positive species, one armadillo (Dasypus novemcinctus)
and one porcupine (Coendou prehensilis) were reactive with to the Butembo serovar
with titer 100. None of the urine samples tested were positive in the PCR. The results
demonstrate that the frequency of positive animals was low, with low titers indicating
exposure to the infectious agent, but not necessarily active infection.

Keywords: Zoonosis, Leptospira spp., CETAS, epidemiology, microscopic
agglutination test.
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Introducao

A leptospirose é uma zoonose causada por bactéria da Ordem Spirochaetales,
Familia Leptospiraceae e género Leptospira, que possui morfologia caracteristica, em
forma de espiral e com as extremidades encurvadas. Na classificacdo, baseada no
genoma, sdo descritas 22 espécies de Leptospira, sendo dez espécies patogénicas,
cinco intermediarias e sete espécies saprofitas, contidas em 20 sorogrupos com mais
de 300 sorovares (ADLER & MOCTEZUMA, 2010; PICARDEAU, 2017).

As espécies patogénicas sdo as que comumente causam doenca clinica nos
animais e no homem, as intermediarias causam sinais clinicos brandos e néo tiveram
sua viruléncia determinada em ensaios experimentais, e as saprofitas, que somente
sao isoladas do ambiente. A classificacdo em patogénica, intermediaria e saprofita,
além dos aspectos clinicos-epidemioldgicos, também se baseia na sequéncia do gene
rRNA 16S (PICARDEAU, 2017).

Recentemente, em um estudo feito por Thibeaux et al (2018), foram
identificadas e descritas 12 novas espécies de Leptospira spp. A L. ellisii, L. barantonii
e L. adler foram agrupadas como patogénicas. L. perolatti, L. neocaledonica, L.
saintgironsiae, L. haakeii e L. hartskeerlii foram classificadas como intermediérias e
as espécies L. harrisiae, L. levettii, L. brenneri e L. macculloughii foram consideradas
saprofitas.

A leptospirose € uma doencga que acomete o ser humano, animais carnivoros,
primatas, roedores e marsupiais. Esses animais silvestres podem se tornar portadores
e disseminar a bactéria no ambiente (OLIVEIRA et al., 2013).

A dinamica de ocupacéo desordenada das cidades tem implicacdes ambientais
e sociais. O desmatamento e degradacdo ambiental levam a invasao de animais que
procuram alimentos e novos habitat, integrando a fauna urbana. Esse € o caso de
espécies como o Didelphis albiventris, Sapajus apella, Callithrix penicillata,
Hydrochoerus hydrochaeris, entre outros (SEMA, 2013).

Os Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) fazem parte do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e sao
responsaveis por receber animais entregues voluntariamente, oriundos de resgate ou
de apreenséo de fiscalizacdo. Uma vez que os animais dao entrada no local, os

CETAS os recuperam e destinam por meio de soltura ou encaminhamento para
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empreendimentos de fauna devidamente autorizados. O CETAS do Distrito Federal
estéa localizado na Floresta Nacional de Brasilia e € um importante local de assisténcia
aos animais silvestres da regido (IBAMA, 2019).

Diversas pesquisas foram feitas no Brasil e no mundo para se conhecer a
situacdo epidemioldgica da leptospirose em animais silvestres. Oliveira et al (2013)
revisaram 80 publicacfes relacionadas aos principais reservatérios de leptospirose, e
concluiram que qualquer animal € suscetivel & doenca e pode atuar como fonte de
infecgao. Mesquita et al (2018) e Castro et al. (2018) realizaram recentemente estudos
epidemioldgicos da doenca com marsupiais nos estados do Rio de Janeiro e Para,
identificando animais positivos para leptospirose. Ndo foram encontrados estudos
publicados relacionados a animais silvestres e a doenca no Distrito Federal.

Este trabalho teve como objetivo descrever a presenca de Leptospira spp. em
mamiferos recém-chegados ao CETAS-DF durante o periodo de novembro de 2017
a novembro de 2018, caracterizar as espécies e suas distribuicbes geograficas de

captura.

Materiais e Métodos

O estudo foi realizado de novembro de 2017 a novembro de 2018, no Centro
de Triagem de Animais Silvestres do Distrito Federal, localizado na Floresta Nacional
de Brasilia. Fizeram parte da pesquisa todos os mamiferos recém-chegados ao local
nesse periodo, com excecao dos que se encontravam em risco de 6bito. Para cada
animal também foram registrados dados como local de origem do individuo e
modalidade de entrega no CETAS-DF. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso Animal da Universidade de Brasilia (protocolo n® 51/2017), Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA- protocolo n°
02008.100566/2017-42) e Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade
(SISBIO- 55892).

Os animais eram provenientes de apreensfes e resgates realizados pelo
Batalhdo de Policia Militar Ambiental (BPMA), Corpo de Bombeiros e outras

instituicbes responsaveis, além de entregas voluntarias feitas por civis da regiao
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(Figura 4). As acoes de apreensao fiscalizatéria e resgate de animais feridos foram

feitas nas regides do Distrito Federal e entorno.

Figura 4- Momento da entrada de animais resgatados pelo Batalhdo de Policia Militar
Ambiental do Distrito Federal no CETAS-DF (ARQUIVO PESSOAL).

Os animais foram contidos fisicamente e anestesiados para a obtencao das
amostras bioldgicas (Figura 5). Os farmacos utilizados foram cetamina (10-30 mg/kg)
e midazolam (0,5-2 mg/kg), aplicados por via intramuscular, para a indugéo anestésica
de animais que comprometiam a seguranc¢a da equipe no procedimento, e isoflurano,
utilizado com vaporizador universal, para a manutencdo anestésica de todos os
animais. As amostras de sangue e urina foram colhidas no momento de entrada do
animal na instituicdo e uma Unica vez, com o auxilio de seringas, agulhas e sondas
estéreis. O sangue foi colhido por venopuncédo da jugular, safena lateral ou femoral e
0 acesso era escolhido de acordo com a espécie. A urina foi obtida por cistocentese

ou sondagem vesical.
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Figura 5- Animais anestesiados para a obtencao de amostras bioldgicas. Da esquerda
para a direita: cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), sagui-de-tufos-pretos (Callithrix
penicillata) e sarué (Didelphis albiventris) (ARQUIVO PESSOAL).

O sangue e a urina obtidos foram depositados em tubos estéreis sem
anticoagulantes. Em seguida, o sangue foi centrifugado para extracdo do soro
sanguineo e o material foi congelado a -20 °C. As amostras obtidas foram
encaminhadas ao Laboratorio de Zoonoses Bacterianas, Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo.

Para a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. usando o método de
soroaglutinacdo microscopica, aplicou-se uma colecédo de 24 antigenos vivos, entre

amostras de referéncia e estirpes autéctones isoladas no Brasil (Tabela 2).
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Tabela 2- Antigenos do género Leptospira spp. empregados no teste de

soroaglutinacdo microscopica.

Espécie Sorogrupo Sorovar
L. borgpetersenii Ballum Catellonis
Serjroe Hardjo (Hardjobovis)
Javanica Javanca
Tarassovi Tarassovi
Celledoni Whitcombi
L. interrogans Australis Australis
Autumnalis Autumnalis
Bataviae Bataviae
Australis Bratislava
Canicola Canicola
Icterohaemorrhagiae Copenhani
Sejroe Hardjo (Hardjoprajitno)
Hebdomadis Hebdomadis
Pomona Pomona
Pomona Pomona (GR6)
Pyrogenes Pyrogenes
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
Djasiman Sentot
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa
Autumnalis Butembo
Cynopteri Cynopteri
L. noguchi Panama Panama
L. santarosai Shermani Shermani
Sejroe Guaricura

Fonte: Guedes, 2017.

As amostras de soro sanguineo dos animais foram diluidas na proporc¢ao 1:50

em solucdo salina de Sorensen (pH 7,4). Em seguida, 50 pL das diluicdes das
amostras foram adicionados em microplacas de poliestireno contendo 96 pocos.
Posteriormente, 50 uL do antigeno foram adicionados aos po¢os obtendo-se a dilui¢éo
de 1:100. As microplacas foram incubadas a 28 °C por no minimo duas horas para a
realizagéo da leitura e interpretacao.

Cada antigeno foi analisado microscopicamente quanto a sua viabilidade,
pureza e autoaglutinacdo, para controle de validacao do teste. A leitura foi realizada

em microscopio de campo escuro para a observacao das aglutinacdes, considerando-
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se reagentes apenas as amostras que apresentaram no minimo 50% de leptospiras
aglutinadas na diluicdo 1:100 (FAINE et al., 1999; WHO, 2012).

As amostras de urina foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 min, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspendido em 200 pyL tampéo TE. A
extracdo e purificacdo do DNA das amostras foram realizadas com isotiocianato de
guanidina — GT (adaptado de Chomczynski, 1993). Para tal, 450 uL de GT (30 g de
isotiocianato de guanidina; 2,5 mL de Tris-HCI 1 M pH 7,5; 5 mL de EDTA 0,25 M pH
8,0; 50 mL de fenol; &gua ultrapura gsp 100 mL) foi adicionado a 200 uL de urina,
homogeneizadas vigorosamente em agitador de tubos tipo vortex e incubadas a
temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C) por 10 min. Apos este periodo, foi
adicionado 100 uL de cloroférmio e homogeneizadas novamente.

Em seguida, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo
microtubo acrescido de 200 pL de propanol, homogeneizado por inverséo e incubado
por um periodo de, no minimo, duas horas a -20°C. As amostras foram centrifugadas
a 12.000 x g durante 30 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado com 900 pL de etanol 70%, centrifugado a 12.000 x g durante 10 mina 4 °C e
0 sobrenadante foi novamente eliminado. Secou-se o sedimento em placa aquecida
sem agitacéo a 56°C por 10min, em seguida, foram suspendidos em 30 uL de TE e
novamente incubados em placa aquecida a 56 °C por 10 min. O material extraido foi
armazenado a -20 °C até o momento do uso. Amplificacdo de DNA para Leptospira
spp. foi realizada por PCR com os pares de primers Lepl e Lep2 que amplificam uma
regido de 330 pb do gene 16S rRNA (rrs) (MERIEN et al., 1992) e utilizando o Go Taq
Green Master Mix (Promega Brasil). Também foi realizada uma PCR com os primers
para o gene LipL32 (STODDARD et al., 2009) que identifica apenas leptospiras
patogénicas, gerando um amplicon de 242 pb.

Resultados e Discusséo

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram atendidos 114 animais, dos quais foram colhidas 113 amostras de soro
sanguineo e 39 de urina de diferentes espécies para serem submetidos aos testes de
soroaglutinacdo microscopica e PCR, respectivamente, para a pesquisa de anticorpos
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anti-Leptospira spp. e deteccdo do DNA da bactéria (Tabela 3). O menor nUmero de
amostras de urina deve-se ao fato de que alguns animais eram excessivamente
pequenos ou estavam com a vesicula urinaria vazia, impossibilitando a colheita. No
caso da capivara, o sangue nao foi colhido pois o animal foi destinado para soltura
imediata no momento que chegou na instituicdo, o que impossibilitou a contencéo

quimica.

Tabela 3- Relacéo de espécies atendidas e niumero de amostras de soro sanguineo e

urina referente a cada espécie.

Nome comum Nome cientifico Amostrados | N°amostras de N° de
SOro sanguineo amostras
de urina
Sarué Didelphis albiventris 72 72 18
Sagui-de-tufos-pretos Callithrix penicillata 22 22 9
Ourigo-cacheiro Coendou prehensilis 4 4 2
Macaco-prego Sapajus apella 4 4 4
Furdo Galictis cuja 1 1 1
Jaguatirica Leopardus pardalis 1 1 -
Cutia Dasyprocta leporine 1 1 -
Prea Cavia aperea 1 1 1
Tamandua-mirim Tamandua tetradactyla 1 1 -
Tapiti Sylvilagus brasiliensis 1 1 1
Tatu-galinha Dasypus novemcinctus 2 2 -
Caititu Pecari tajacu 1 1 1
Quati Nasua nasua 1 1 1
Cachorro-do-mato Cerdocyon thous 1 1 i
Capivara Hydrochoerus 1 - 1
hydrochaeris
Total 114 113 39

Durante o periodo do estudo observou-se que as espécies de mamiferos
encaminhadas com maior frequéncia ao CETAS-DF foram o sarué (Didelphis
albiventris), representando 63,15% (72/114) e o sagui-de-tufos-pretos (Callithrix
penicillata) com 19,3% (22/114). Os outros mamiferos registrados foram: ourigo-
cacheiro (Coendou prehensilis) 3,5% (4/114), macaco-prego (Sapajus apella) 3,5%
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(4/114), tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) 1,75% (2/114). Furdo (Galictis cuja),
jaguatirica (Leopardus pardalis), cutia (Dasyprocta leporine), prea (Cavia aperea),
tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla), tapiti (Sylvilagus brasiliensis), caititu
(Pecari tajacu), quati (Nasua nasua), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) representaram 0,88% cada , (1/114).

A presenca de animais como os sarués (Didelphis albiventris) e os saguis-de-
tufos-pretos (Callithrix penicillata) nos centros urbanos revela um quadro de
desequilibrio ecoldgico causado pela expansao da cidade. A capacidade humana de
alteracdo do meio exige um planejamento constante para que se possa obter um
convivio saudavel entre animais silvestres e as pessoas.

Todos os animais apresentam papéis importantes para a manutencdo do
equilibrio e conservacéo biolégica, como predadores, disseminadores de sementes,
polinizadores, além de atuarem sobre a vegetacao e cadeia alimentar (SEMA, 2013).
A fauna silvestre também movimenta a economia, através do turismo que envolve
parques naturais e hotéis voltados para essas atividades. A educacdo ambiental
possibilita 0 maior contato entre jovens e a vida selvagem, por promover uma maior
valorizacéo dos animais nos diversos habitat (ZAGO, 2008).

A maioria dos sarués (Didelphis albiventris) possuem habitos noturnos e uma
dieta onivora, que inclui pequenos vertebrados, artropodes e frutos. Sdo animais que
se adaptam muito bem as cidades por sua dieta variada e por se locomoverem pelo
solo e em arvores. Callithrix penicillata, sagui-de-tufos-pretos, € a espécie, dentre 0s
primatas que possui maior distribuicdo no Brasil. Estes animais habitam florestas,
matas ciliares e regides secas como o cerrado. Se alimentam de flores, frutos, néctar,
sementes, ovos, filhotes de aves e insetos (SEMA, 2013). Essas duas espécies de
mamiferos também foram rotineiramente recebidas em outros locais do Brasil, como
Montes Claros (MG), Salvador (BA), Séo Paulo (SP), Belo Horizonte (MG), Campo
Grande (MS) e Juiz de Fora (MG) (ALBANO, 2009; BORGER et al., 2006; BRANCO,
2008; FRANCO et al., 2012, FREITAS, 2014; SILVA, 2015).

Tratando-se dos meios pelos quais 0s animais foram entregues ao CETAS-DF,
a BPMA representou a forma mais frequente de entrada de animais na instituicao,
com 84% do total (Gréfico 1). O Batalh&o de Policia Militar Ambiental, dentre outras

fungbes, realiza resgates de animais silvestres e fiscaliza denuncias de crimes
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ecologicos, representando um papel importante de assisténcia a fauna silvestre no
Distrito Federal.

Em relagédo ao local de origem dos animais 104 tiveram seu local de resgate
registrados, ou seja, 90% dos dados. Desses, 97 foram capturados no Distrito Federal
(Tabela 4). Esses numeros representam um dado satisfatério, visto que muitos
CETAS no Brasil ndo registram a origem dos animais. As regides do Lago Sul e Asa
Sul foram as mais frequentes, representando 14,5% e 13,5%, respectivamente. Além
dos animais resgatados no DF, cinco eram provenientes de Goias e dois da cidade de

Unai, em Minas Gerais.

Gréfico 1- Descricdo das instituicdes responsaveis pela entrega dos animais no Cetas-
DF, do periodo de Novembro de 2017 a Novembro de 2018.
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Tabela 4- Locais de captura de animais silvestres encaminhados ao Cetas-DF e a

qguantidade de animais capturados.

Local de captura

N° de animais capturados

Lago Sul
Sobradinho 1l
Gama
Asa Sul
Guara
Taguatinga
Jardim Botanico
Riacho Fundo
Esplanada dos Ministérios
Park Way
S&o0 Sebastiao
Lago Norte
Asa Norte
Vila Planalto
Ceilandia
Cruzeiro
Recanto das Emas
Candangolandia
Vicente Pires
Aguas Claras
Brazlandia

Samambaia

15

iy
-bN

P N P O M O1 P ©O B P W DN DN W N O

Total

©
~

FREQUENCIA DE LEPTOSPIROSE

Das 113 amostras de soro sanguineo submetidas ao teste de soroaglutinacao

microscoépica, oito foram reagentes para trés sorovares diferentes, com titulacbes

42



variando de 100 a 200. Observa-se a deteccado desses anticorpos em trés espécies

de mamiferos diferentes (Tabela 5).

Tabela 5- Frequéncia de titulos em soro sanguineo de anticorpos anti-Leptospira

spp. em relacéo ao sorovar encontrado e a espécie correspondente.

Titulos
Espécie Sorovares 100 200 Total Amostrados Prop %
Positivos
Didelphis Copenhageni 4 1 5 s 5/72 (6,9%)
albiventris  |cterohaemorrhagiae 1 - 1 1/72 (1,4%)
novemenotus Butembo L 1 2 12 (50,0%)
pcr:(gr?;r?soillijs Butembo 1 - 1 4 1/4 (25,0%)
Outras - - - 0 36 0%
Total 7 1 8 113 8/113 (7,0%)

Dos oito animais positivos na SAM, quatro sarués (Didelphis albiventris) foram
capturados no Lago Sul, um em Vicente Pires, um tatu-galinha (Dasypus
novemcinctus) no Park Way e um ourigo-cacheiro (Coendou prehensilis) sem o local
de resgate esclarecido. Com relacdo a faixa etaria, quatro sarués (Didelphis
albiventris) eram filhotes, um jovem e um adulto. Os individuos das outras duas
espécies também eram adultos. A idade foi caracterizada pelo peso dos animais em
relagdo a cada espécie. Quanto ao sexo dos animais, um filhote e um adulto de sarué
(Didelphis albiventris) eram fémeas, todos 0s outros animais positivos eram machos.

Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, pertencentes ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae, encontrados nos sarués (Didelphis albiventris) corroboram com
publicacdes revisadas por Oliveira et al. (2013), que sugerem esta espécie como
potencial reservatério da espiroqueta. Esses dois sorovares estdo intimamente
relacionados a ratazana (Rattus norvegicus) (FAINE 1999; LATIFAH et al., 2017),
sendo o principal sorovar que acomete o ser humano no Brasil (BLANCO et al., 2016).
Isto pode estar relacionado ao Didelphis albiventris ser praticamente um animal
sinantropico, consequentemente compartiihando o mesmo habitat que o Rattus

norvegicus. O sorovar Butembo foi descrito principalmente em animais domésticos
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como bovinos, felinos e caes (BLAZIUS, et al., 2005; PARREIRA, 2009; SALDANHA,
2006), e sugerem um possivel contato com animais domesticos do Distrito Federal.

A frequéncia de animais positivos foi baixa e com titulos baixos, indicando uma
possivel exposicdo ao agente infeccioso, mas ndo necessariamente infeccdo ativa
(OIE, 2014). No entanto, Vieira et al. (2019) conseguiram identificar o DNA de
Leptospira spp. em rim de pequenos mamiferos, inclusive do género Didelphis, o que
indica que mesmo o animal soronegativo ou com titulos baixos pode ser portador renal
da leptospira.

Das 39 amostras de urina submetidas ao PCR, dez foram positivas ha PCR
para gene 16S, mas nenhuma foi positiva na PCR para o gene LipL32. Esses
resultados indicam que nenhuma leptospira patogénica foi identificada, uma vez que
0 gene LipL32 somente esté presente em leptospiras classificadas como patogénicas.
Os resultados dos testes de sorologia e PCR deste trabalho sugerem que os animais
gue foram reagentes aos sorovares citados na Tabela 5 tiveram contato com o agente,
mas ndo estavam eliminando a bactéria pela urina no momento da colheita. Deve-se
levar em consideracdo a eliminacao intermitente da bactéria, possibilitando um
resultado falso negativo no teste.

Dos animais positivos na SAM, somente um sarué (Didelphis albiventris) teve
a urina colhida para o PCR. A titulacdo baixa encontrada na SAM pode representar o
inicio da infeccéo pela Leptospira spp., ou uma titulacdo de anticorpos adquirida pelo
contato com a bactéria em algum momento da vida do animal, resultado que poderia
ser confirmado com uma segunda amostra colhida do mesmo individuo dez dias apos
a primeira. No caso deste estudo, ndo foi possivel obter outra amostra de soro
sanguineo pois 0s animais eram encaminhados para outro destino apés sua chegada
no CETAS-DF. Nao é possivel fazer inferéncia populacional com os dados
disponiveis, visto que esses animais ndo foram obtidos por meio de procedimento
amostral aleatério, ou seja, eles podem nédo representar a situacdo epidemioldgica da
regiao.

Sabe-se que a sorologia em animais silvestres ndo representa a principal
ferramenta de diagndéstico de leptospirose, visto que muitos individuos podem carrear
e eliminar a espiroqueta pela urina e se apresentarem soronegativos. Demonstra-se,
portanto, a importancia de se associar métodos moleculares como o PCR a outros

meios diagndsticos para resultados mais consistentes, o que leva a
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melhor compreensao da epidemiologia da doenca em diferentes biomas (VIEIRA et
al., 2017).

Em um estudo feito por VIEIRA et al (2019), ressaltou-se a importancia do PCR
no resultado da pesquisa feita com a mesma doenca em animais silvestres, com a
taxa de positividade de 30% em tecidos renais coletados. No caso da deteccdo da
bactéria pela urina, deve-se lembrar que o agente € eliminado de forma intermitente,
possibilitando um diagnostico falso negativo da amostra testada. Apesar da limitacao
da SAM, esse ainda é o método de diagndstico de eleicdo para leptospirose, que
indica o sorogrupo ou sorovariedade que esté infectando o individuo.

A infeccdo por Leptospira spp. estd amplamente distribuida entre espécies das
ordens Rodentia e Didelphimorphia. Desta forma, sabe-se que a espécie Rattus
norvegicus, em ambientes urbanos, € considerada o principal reservatério da bactéria.
No ciclo selvagem da doenca, a classificacdo de uma espécie como “Unico
reservatorio” se torna quase impossivel em climas tropicais, uma vez que a bactéria
esta presente em varios animais (VIEIRA et al., 2019).

No presente estudo ndo foram encontradas alteracdes clinicas compativeis
com a leptospirose nos animais amostrados. A infeccdo assintomatica € muito comum
em animais silvestres, domésticos e no homem. Porém, em animais de vida livre a
identificacdo de uma infeccao se torna ainda mais dificil pela capacidade dos animais
silvestres de mascararem os sintomas, a fim de ndo se tornarem uma presa facil na
natureza. Como consequéncia, muitos quadros clinicos resultam rapidamente em
obito (VIEIRA et al, 2019).

CONCLUSAO

Este estudo permitiu caracterizar as espécies de mamiferos que entram com
maior frequéncia no CETAS-DF. Pode-se observar que o sarué (Didelphis albiventris)
e 0 sagui-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) tiveram maior representatividade no
periodo da pesquisa. As regides do Lago Sul e Asa Sul foram as procedéncias mais
registradas como locais de origem dos animais. Sugere-se que este resultado se deve
a adaptacdo destas espécies a centros urbanos e pela grande quantidade de
Unidades de Conservacao situadas no Distrito Federal.

Foram detectados anticorpos anti-Leptospira spp. em seis sarués (Didelphis

albiventris), um tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) e um ourigo-cacheiro (Coendou
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prehensilis). A frequéncia de animais positivos foi baixa, com titulos baixos, indicando
exposicdo ao agente infeccioso, mas nao necessariamente infeccdo ativa. A
realizacdo de estudos como este contribui para o melhor entendimento do ciclo

epidemioldgico da doencga entre animais silvestres, domeésticos e seres humanos.
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