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RESUMO

LOPEZ, R. P. G. Avaliacdo sanitaria de animais silvestres de producédo abatidos em
abatedouro. [Sanitary evaluation of commercially produced wild animals slaughtered in
abattoir]. 2009. 74 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2010.

Muitas espécies de mamiferos selvagens sdo criadas para producéo de carne. No Brasil, a
capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), a paca (Agouti paca), o cateto (Tayassu tajacu) e a
queixada (Tayassu pecari) sdo criadas comercialmente para este fim, porém sdo escassas as
informacfes sanitarias a respeito dessas espécies. Assim, 0 presente estudo teve por objetivo
estudar a presenca de infeccdo causada por leptospiras, micobactérias, brucelas e
Erysipelothrix spp. em 138 animais dessas quatro espécies, provenientes de nove criadouros e
abatidos em estabelecimento com Servico de Inspecdo Federal. Nenhum animal apresentou
anticorpos séricos contra brucelas lisas. As capivaras apresentaram a maior fregiiéncia de
animais sorologicamente reagentes para leptospiras (54,5%), seguidas das queixadas (39%) e
dos catetos (21,7%). O sorovar mais provavel mais freqliente para as espécies estudadas foi o
Grippotyphosa, seguido do Hardjobovis e do Tarassovi. Das capivaras foram isolados
Leptospira santarosai a partir de rim e Mycobacterium xenopi a partir de linfonodo
mesentérico. Das queixadas foi isolado Erysipelothrix rhusiopathiae a partir de tonsila
Segundo os bancos de dados Scopus, Pubmed e Cab Abstracts (Ovid), trata-se dos primeiros

relatos de isolamento de M. xenopi em capivara e de E. rhusiopathiae em queixada.

Palavras-chave;

Hydrochaeris hydrochaeris. Agouti paca. Tayassu tajacu. Tayassu pecari. ZOOnoses.



ABSTRACT

LOPEZ, R. P. G. Sanitary evaluation of commercially produced wild animals slaughtered
in abattoir. [Avaliacdo sanitéria de animais silvestres de producéo abatidos em abatedouro].
2009. 74 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)- Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S50 Paulo, 2010.

Many species of wild mammals are raised for meat production. In Brazil, the capybara
(Hydrochaeris hydrochaeris), paca (Agouti paca), collared peccary (Tayassu tajacu) and the
white-lipped peccary (Tayassu pecari) are commercially bred, however there is limited
sanitary information related to these species. This study aimed to search for the presence of
infection caused by Leptospira spp., Mycobacteria spp., Brucella spp. and Erysipelothrix spp.
in 138 animals belonging to those species, coming from nine commercial breeders and
slaughtered under the Federal Inspection Service. None of these animals presented antibodies
against smooth brucellas. The capybaras showed the highest frequency of seropositive
animals for leptospirosis (54.4%), followed by the white-lipped peccaries (39%) and the
collared peccaries (21.7%). The most frequent serovar was Grippotyphosa, followed by
Hardjobovis and Tarassovi. Leptospira santarosai was isolated from the kidneys and
Mycobacterium xenopi from the mesenteric lymph nodes of the examined capybaras.
Erysipelothrix rhusiopathiae was isolated from the tonsils of one white-lipped peccary.
According to the data banks Scopus, Pubmed e Cab Abstracts (Ovid), thisisthe first report of

M. xenopi isolation from capybara and of E. rhusiopathiae from white-lipped peccary.

Keywords:
Hydrochaeris hydrochaeris. Agouti paca. Tayassu tajacu. Tayassu pecari. Zoonosis. Brazil.
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1INTRODUCAO

A demanda por espécies de animais ndo convencionais para o suprimento de proteina
animal é crescente (FERON, 1995). No Brasil, assim como em muitos paises da América do
Sul, a fauna silvestre € uma importante fonte de proteina animal. Entretanto, existe uma
tendéncia internacional de boicote aos produtos oriundos de caga, aumentando assim o
interesse pela criacdo racional de animais silvestres para fins comerciais (PAIVA, 1992).

A regularizacéo de criadouros comerciais da fauna autéctone brasileira e do comércio
de seus produtos e subprodutos, realizados pelo Ministério do Meio Ambiente, ocorreu
respectivamente, com as Portarias n°. 118-N e 117 de 15 de outubro de 1997. Diante disso, a
criagcdo comercia de animais silvestres tem se tornado uma alternativa para a diversificacédo
das atividades da propriedade rural, pois aém de ter finalidade econémica e baixo custo de
manutencdo, espécies como a capivara, paca, cateto, e queixada possuem elevado potencial
zootécnico e seus produtos tém grande valor de mercado. O plantel inicial pode ser formado
por matrizes adquiridas em criadouro comercial cadastrado ou podem ser efetuadas capturas
de animais na natureza (MMA, 1997).

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e a paca (Agouti paca) pertencem a Ordem
Rodentia, a maior ordem dos mamiferos, com aproximadamente 1700 espéecies (CLARK;
OLFERT, 1986). O cateto e a queixada sdo Suiformes pertencentes a Ordem Artiodactyla
(Familia Tayassuidae), na natureza formam grandes grupos que podem exceder 200 animais.
Os taiassuideos ocorrem desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Uruguai, habitando uma
grande variedade de biomas (SOWLS, 1997). Inimeros estudos relataram que essas espécies
podem infectar-se por diversos agentes, inclusive zoondticos, muitas vezes desempenhando o
papel de reservatorios silvestres (MCDIARMID, 1962; LORD; FLORES, 1983; LORD;
LORD, 1991; CORN et al., 1987; MARVULO et d., 2009).

Frente a essa situagéo de expansdo e regularizagdo do mercado de carnes silvestres, o
monitoramento da salide dessas popul agbes faz-se necessario, umavez que ndo existem dados
suficientes para a elaboragéo e adocdo de qualquer tipo de mangjo sanitario preventivo na
criacdo dessas espécies. Portanto, as informacfes geradas em abatedouro tornam-se uma
importante ferramenta para se fazer uma avaliagdo inicia e descritiva da situacdo sanité&ria

desses animais.
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Sendo a leptospirose, a brucelose, a tuberculose e a erisipelose doencas de carater
zoondtico que afetam a economia em praticamente todos os continentes (FREITAS et al.,
1957; ACHA; SZYFRES, 1986; HORSCH, 1999; WOOD, 2000), o presente estudo
investigou a presenca desses quatro agentes em capivaras, pacas, queixadas e catetos abatidos
em estabel ecimento com Inspe¢éo Federal do estado de S&o Paulo.
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20BJETIVOS

Nesta secdo sdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos deste estudo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de infecgdo causada por Leptospira spp., Mycobacteria spp.,
Brucella spp. e Erysipelothrix spp. em capivaras, pacas, queixadas e catetos criados
comercialmente para producdo de carne e abatidos em estabelecimento com Servigo de
Inspecdo Federal (SIF) do Estado de S&o Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a ocorréncia de aglutininas antileptospiras e antibrucélicas em capivaras,
pacas, catetos e gueixadas.

e Readlizar tentativa de isolamento de leptospiras a partir de amostras de rins e urina de
capivaras, queixadas e catetos.

e Readlizar tentativa de isolamento de micobactérias a partir de linfonodos mesentéricos
de capivaras, queixadas e catetos.

¢ Redlizar tentativa de isolamento de Erysipelothrix spp. a partir de tonsilas de catetos e

gueixadas.
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3REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo € feita uma breve revisdo sobre as espécies silvestres e 0s agentes

patogénicos abordados nesse estudo.

3.1 CRIACAO DE ANIMAIS SILVESTRES

A regularizacdo da criagdo e comercializagdo de animais silvestres foi estabelecida
com as Portarias do Ministério do Meio Ambiente n® 117 e 118-N, ambas criadas em 15 de
outubro de 1997. A Portaria n® 117 normatiza a comercializacgo de animais vivos, abatidos,
partes e produtos da fauna silvestre brasileira provenientes de criadouros devidamente
registrados junto ao IBAMA, com finalidade econémica e industrial. Ja a Portaria n® 118-N
regulamenta os criadouros com finalidade econémica e industria de animais da fauna
autéctone brasileira ou de animais exoticos, excetuando-se peixes, invertebrados aquaticos,
Jacaré-do-Pantanal  (Caiman crocodilus yacare), Tartaruga-da-Amazonia (Podocnemys
expansa), Tracga (P. unifilis), insetos (ordem Lepdoptera) e outras tratadas em portarias
especificas. De acordo com essa legislacdo, a formacdo do plantel inicial pode ser realizada
com animais oriundos de estabelecimento regularizado junto ao IBAMA ou com animais
capturados na natureza.

O cateto (Tayassu tajacu), a queixada, (Tayassu pecari), a paca (Agouti paca) e a
capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) estdo entre as espécies mais cagadas na América Latina
(REDFORD; ROBINSON, 1991; MOREIRA; MACDONALD, 1997), porém se adaptam
bem as condi¢des de criacdo, fornecendo, além da carne, couro de alta qualidade que é
utilizado para fabricacéo de artigos de luxo como calgados finos, luvas e casacos (SOWLS,
1997).

Segundo Pinheiro et al. (2005), a criacdo comercial de animais silvestre pode
contribuir para a diminui¢cdo do uso ilegal de fauna silvestre e para a conservagéo dessas
espécies. Essa atividade também representa uma aternativa econdmica, em bases
sustentaveis, para peguenas e médias propriedades rurais. De acordo com dados do IBAMA

(2003), existem aproximadamente 585 criadouros comerciais registrado, sendo que 26% estéo
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localizados na regido Sul, 25% na regido centro-oeste, 20% naregido Norte, 15% no Sudeste
e 14% no Nordeste.

3.2 CAPIVARA E PACA

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e a paca (Agouti paca) pertencem a ordem
Rodentia, a maior dos mamiferos, possuindo aproximadamente 1.700 espécies, o que
representa mais da metade do total de espécies dos mamiferos (CLARK; OLFERT, 1986).

A capivara é o maior roedor do mundo, podendo chegar a 60 kg. E uma espécie
altamente prolifera, pois as fémeas podem se reproduzir duas vezes por ano, gerando, em
meédia quatro filhotes por gestacdo (CUETO et a. 2000). Dentre os animais da fauna silvestre
brasileira, a capivara € a espécie mais criada (PINHEIRO et al., 2005), podendo ocupar
criagBes em areas Umidas do cerrado, com tecnologia adaptada as condi¢Bes do agricultor
familiar, gerando a possibilidade de renda, sem aterar a biodiversidade regional (AGROTEC,
2005). E um animal rustico que tem como maiores causas de morte em popul agdes de vida
livre ndo as doencas, mas sim a predacdo e a desnutricdo (GONZALEZ-JMENEZ, 1995).
Nas criagcBes com intuito zootécnico e mangjo adequado, a ocorréncia de doencas € baixa
(NOGUEIRA; CRUZ, 2007). A carne de capivara € considerada saudavel pelo baixo teor de
gordura e pela composicao dessa fragdo lipidica (FUKUSHIMA et al., 1997). As partes
nobres, como pernil e lombo, j& sdo comerciaizadas regularmente em alguns pontos
especificos de venda, principalmente nas grandes cidades, porém apresentam prego elevado.
Além da carne, o interesse comercial pela capivara concentra-se na sua pele bastante elastica,
resistente e suave, sendo Gtima para a fabricagéo de luvas, bolsas e calcados (GONZALEZ-
JMENEZ, 1995).

A paca (Agouti paca) € um roedor originario da América do Sul com éarea de
distribuicdo desde o sudeste mexicano até o nordeste Argentino (EISENBERG; REDFORD,
1989; PEREZ, 1992). S&0 animais com hébitos noturnos, que podem chegar a 10 kg de peso.
Os machos medem aproximadamente, de 60 a 80 cm, enguanto que as fémeas medem de 55 a
70 cm (MONDOLFI, 1972; BENTTI, 1981). As pacas podem ser criadas em cativeiro
visando a producdo de carne, que apresenta sabor caracteristico e € bastante apreciada
(PEREZ, 1992).
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3.3 CATETO E QUEIXADA

Pertencentes a ordem Artiodactyla, o cateto (Tayassu tajacu) e a queixada (Tayassu
pecari) sdo Suiformes da familia Tayassuidae. O pecari do chaco (Catagonus wagneri) € o
terceiro representante dessa familia, porém essa espécie ndo ocorre em territorio brasileiro,
localizando-se no Paraguai e norte da Argentina.

Os taiaguideos apresentam caracteristicas fisicas e comportamentais similares aos
suideos selvagens do Velho Mundo (SOWLS, 1997). Entretanto, de acordo com Simpson
(1980), apesar de serem muitas vezes reconhecidos como suinos esses dois grupos estéo
separados por 10 milhdes de anos, sendo que os suinos verdadeiros nunca viveram no
hemisfério ocidental, exceto apos a introducéo pelos col onizadores europeus.

Em relacdo a morfologia externa das trés espécies de taiaguideos, o cateto € amenor, e
agueixada é amaior (SOWLS, 1997), podendo chegar a 38 kg, segundo estudo com animais
de vida livre (MAYER; BRANDT, 1982). O cateto apresentou média de peso de 25,2 kg em
estudo na Amazonia Peruana (BODMER, 1989).

Geograficamente o0 cateto apresenta uma das maiores distribuicdes dentre as espécies
de ungulados selvagens. Esta distribuido em uma area que abrange o sul do Arizona, nos
Estados Unidos, e se estende ao norte do Uruguai. A espécie € adaptada a uma grande
variedade de vegetacOes e de condicdes climaticas. A queixada possui um territorio um pouco
mais restrito que o cateto, distribuindo-se do sul do México ao norte da Argentina,
principalmente em areas de floresta Umida (SOWLS, 1997).

Os taiaguideos de vida livre e principalmente as queixadas formam grandes grupos
gue podem exceder 200 individuos (FRAGOSO, 1994). Na natureza, esses animais possuem
uma dieta com uma grande variedade de itens vegetais, como cactos, raizes, frutos e
folhagens, sendo reconhecidos como predadores e dispersores de sementes. A queixada pode
ainda se alimentar de animais mortos, répteis, ras, ovos de passaros e répteis (SOWLS, 1997).

3.4 LEPTOSPIROSE

A leptospirose € uma doenca ou infeccdo de cardter zoondtico de curso agudo ou

crénico, que afeta diversas espécies de animais domésticos, silvestres e os seres humanos,
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assumindo consideravel importancia como problema econdémico e de salde publica (FAINE
et al., 1999), dém de ser considerada a zoonose com a maior distribuicdo mundial (WHO,
1999).

O agente etiologico da leptospirose € uma bactéria pertencente a ordem
Spirochaetal es, familia L eptospiraceae, e género Leptospira.

As leptospiras sdo classificadas por métodos sorologicos e moleculares. Na
classificacdo sorolégica as leptospiras sdo subdivididas em duas espécies, sendo que a
Leptosipra interrogans compreende as estirpes patogénicas e a Leptospira biflexa, reline as
estirpes de leptospiras sapréfitas (FAINE et a., 1999; AHMED et a., 2006). Nesta
classificacdo com base nas caracteristicas dos antigenos do envelope externo de natureza
lipopolissacaridea foram estabel ecidos os sorogrupos e sorovares de leptospiras patogénicas e
saprofitas, sendo estes a unidade taxondmica do género (FAINE et a., 1994; LEVETT, 2001).

Com o advento dos métodos que comparam a homologia do DNA, a classificagdo
antigénica das leptospiras tem sido substituida pela gendmica, onde o género Leptospira foi
dividido em 17 genomoespécies (YASUDA et a., 1987; LEVETT, 2001; AHMED et al.,
2006).

O diagndstico da leptospirose pode ser realizado por métodos laboratoriais baseados
na deteccdo de anticorpos ou na deteccdo direta do agente ou do material genético do mesmo
na urina ou nos tecidos. Em relacdo as técnicas de deteccdo de anticorpos, a prova de
soroaglutinagdo microscopica (SAM) é o método preconizado pela Organizacdo Mundia de
Salde (SANTA ROSA, 1970; FAINE, 1999). Esse método baseiase na reacdo entre
antigenos de composicdo lipopolissacaridica presentes na superficie das leptospiras e os
respectivos anticorpos.

O isolamento do agente é o método de diagndstico definitivo da leptospirose, pois com
este torna-se possivel a identificagdo do sorovar infectante com possibilidade de estudos
epidemiol 6gicos e profiléticos (VASCONCELLOS, 1987; FAINE et al., 1999).

A ocorréncia de leptospirose animal esta diretamente relacionada as condicles
epidemiolbgicas, dependendo, principalmente, da populacdo de reservatorios silvestres e da
populacdo de animais susceptivels, ou segja, animais ndo vacinados e expostos a um meio
ambiente contaminado (ELLIS, 1984). O componente ambiental exerce grande influéncia na
incidéncia da leptospirose, pois esta € significantemente mais alta em paises de clima tropical
do gue em paises de clima temperado, devido a maior sobrevida das leptospiras em ambiente
quente e imido (LEVETT, 2001).
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Segundo Radostits et al. (2002), os sorovares de leptospiras sdo mantidos no ambiente
por hospedeiros naturais adaptados a esses sorovares, portanto a epidemiologia da
leptospirose para uma regido especifica pode ser caracterizada por uma alta freqiéncia de
infecgdo por sorovares adaptados a determinadas espéecies domésticas e baixa frequéncia de
infeccdo por sorovares adaptados a outras espécies, dando origem a infeccBes acidentais
(HATHAWAY, 1981). Os hospedeiros de manutencdo dos sorovares Hardjo, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippotyphosa sdo, respectivamente, bovinos e bubalinos,
suinos, roedores sinantrdpicos, caninos e roedores silvestres e marsupiais.

Estudos soroldgicos ja relataram a reatividade de catetos e queixadas a uma grande
variedade de sorovares (CORN et al., 1987; MENDOZA et a., 2007), porém a capivara
parece representar papel mais importante na epidemiologia da leptospirose
(VASCONCELLOS, 1987; ITO et a., 1998, MARVULO et a., 2009).

3.5BRUCELOSE

A brucelose € uma zoonose de evolugdo cronica, causada por uma bactéria intracelular
facultativa, gram-positiva pertencente ao género Brucella spp. Esta incluida na lista de
doencas da Organizacdo Mundia de Salde Animal (OIE), ou sga € uma doenca de
importancia socio-econdmica e de salde publica que pode ter impacto significativo no
comeércio internacional de animais e de seus subprodutos (PAULIN; FERREIRA NETO,
2003; OIE, 2004).

O género Brucella compreende seis espécies. B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
neotomae, B. ovis e B. canis (BRINLEY-MORGAN; MCCULLOUGH 1974; ALTON et d.,
1975), sendo que as trés primeiras sdo divididas em 8, 3 e 5 biovares, respectivamente. Em
cultivos primarios a morfologia colonial pode apresentar-se lisa ou rugosa. Essa morfologia
esta diretamente associada a composi¢ao bioguimica do lipopolissacarideo da parede celular,
e para algumas especies tem relagdo com a viruléncia. A B. abortus, B. melitensis e B. suis
normalmente apresentam uma morfologia de coldnia do tipo lisa e, quando evoluem para
formas rugosas ou mucoides, deixam de ser patogénicas (PNCEBT, 2006).

O Teste de Antigeno Acidificado Tamponado € o método de triagem para o

diagnéstico da brucelose bovina preconizado pelo Programa Nacional de Controle e
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Erradicacéo da Brucelose e da Tuberculose Anima (PNCEBT, 2006), porém apesar de néo
exigtir padronizacdo para o diagndstico em animais silvestres, o teste tem sido utilizado em
diversos estudos com esses animais (CORN et al., 1987; LORD; LORD, 1991; MANGINI et
al., 1998; NAVA, 2008).

A brucelose tem sido detectada em diversos animais silvestres (MOORE;
SCHNURNENBERGER, 1981; WITTER, 1982; GANIN-BASTUJ et a., 1990), porém
permanece incerto se realmente os animais selvagens atuam como reservatérios da doenca
apesar da deteccdo direta e indireta de Brucella spp ter ocorrido em muitos paises,
(SZYFRES, TOME, 1966; DAVIS et d., 1979; DE LA VEGA et d., 1979; BOER et 4.,
1980).

Em estudo na Venezuela com catetos de vida livre, Lord e Lord (1991) isolaram
Brucella suis a partir de 43 amostras de tecido hepético e linfonodos de 139 animais
estudados. Os testes soroldgicos incluindo 2-mercaptoetnol e fixagdo do complemento
mostraram reatividade no soro de 122 animais. Segundo 0s autores 0s catetos tinham acesso a
mesma area na qual gado bovino era criado.

Nos Estados Unidos, estudos relataram a auséncia de anticorpos contra Brucella spp
no soro desses animais. Woods et a. (1968), examinou o soro de 20 catetos no Novo México,
0S quais se mostraram negativos. Corn et a. (1987) avaliou o soro de 194 catetos no Arizona,
ndo encontrando anticorpos reagentes para Brucella sp. No Texas 0 mesmo resultado foi
verificado em estudo com 47 catetos de vidalivre (GRUVER; GUTHRIE, 1996).

3.6 TUBERCULOSE

A tuberculose é uma zoonose infecto-contagiosa e acomete uma grande variedade de
hospedeiros. As bactérias causadoras de tuberculose sdo bacilos dcool-&cido resistentes,
microaeréfilos e desprovidos de motilidade, capsula e esporos. Pertencem a ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium, que compreende mais
de 70 espécies. As principais espécies com importancia epidemioldgica sdo as micobactérias
do complexo Mycobacterium tuberculosis, que inclui 0 M. tuberculosis, 0 M. bovis, 0 M.
microti, o M. africanum e o M. Canetti, ndo patogénico para o homem (BIER, 1961,
COLLINS; GRANGE, 1983; CORNER, 1994; GRANGE 1996; BROSCH et d., 2002).
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O M. bovis possui uma das maiores cadeias de hospedeiros entre todos os patégenos
existentes, com um complexo padréo epidemioldgico, que envolve interacdes da infeccéo
entre seres humanos, animais domeésticos e animais selvagens (MORRIS et al., 1994). Apesar
M. bovis ter um amplo espectro de patogenicidade para varias espécies domésticas e
silvestres, (COUSINS et al., 1993; MORRIS et ., 1994; STETTER et a., 1995; MODA et
al., 1996; COLEMAN, 1998), na maioria dos paises, a tuberculose causada por esse agente é
praticamente uma doenca de bovinos e pode ser controlada por meio de estratégias de
controle de teste-abate. Entretanto, uma vez a infeccdo afete espécies animais silvestres com
potencial de manter a infecgdo, métodos convencionais ndo sdo mais suficientes para prover
controle efetivo (MICHEL, 2002).

Em diversos paises, inimeros relatos da infeccdo por Mycobacterium sp. em animais
silvestres, apontam essas espécies como reservatério da tuberculose (ALHAJI, 1969;
EKDAHL et a., 1970; BARROW,; GALLAGHER, 1981; ROSEMBERGER, 1983; THOEN
et a., 1984; COUSINS et a., 1993; BARLOW, 1994; TWEDDLE; LIVINGSTONE, 1994;
CHALMERS, et al., 1996; MODA et al., 1996; COLEMAN, 1998), Entretanto, devido afalta
de estudos relacionados a tuberculose em capivara, paca, cateto e queixada de criagdo
comercial, ndo had como implicar essas espécies como potenciais reservatérios da tubercul ose.
Paises onde existem criacfes de outras espécies silvestres, como as de cervideos, enfrentam
grande desafio no controle da doenca. Na Nova Zelandia, Dinamarca, e Reino Unido a
tuberculose em cervos, causada pelo M. bovis, tornou-se uma doenga de importancia
econdmica e de salde publica (CLIFTON-HADLEY ; WILESMITH, 1991; LISS et ., 1994;
O'REILLY; DABORN, 1995), fazendo com que esses paises desenvolvessem programas de
controle da tubercul ose nessa espécie (O'REILLY ; DABORN, 1995).

Em relacdo a profilaxia é importante que se classifique a espécie do agente etiol dgico,
para que sejam adotadas medidas especificas de controle (CORREA; CORREA, 1992). O
diagndstico definitivo da tubercul ose baseia-se no isolamento do agente, entretanto as técnicas
bacteriol 6gicas classi cas adotadas apresentam baixa sensibilidade devido a possivel inativacdo
de bacilos pelas técnicas de descontaminacdo, dificultando assim “o primo isolamento”
(CORNER, 1994).
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3.7 ERISIPELOSE

A erisipelose é uma zoonose causada pela bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae que
apresenta uma distribuicio mundial e importancia econdmica na Europa, Asia e nos
continentes Americano e Australiano. A doenca se manifesta por uma septicemia aguda,
subaguda ou por lesdes cronicas proliferativas (SNEATH, 1986; WOOD, 1999).

A E. rhusiopathiae é um bacilo gram-positivo, anaerébio facultativo, com morfologia
celular variavel podendo gerar trés colénias com diferentes morfologias, sendo lisa,
intermedidria ou rugosa. A bactéria apresenta determinada estrutura antigénica de parede
celular, o que possibilita a identificagdo de diversos sorotipos. Para um microorganismo nao
formador de esporos, a E. rhusiopathiae € relativamente resistente. O agente pode resistir a
dessecacdo, ao congelamento e em carcagas em decomposi¢ao e, com temperaturas abaixo de
12°C, a bactéria pode persistir em fezes de suinos por um periodo de até seis meses (WOOD,
1999).

O suino doméstico é considerado o principa reservatério da E. rhusiopathiae, a qual
se instala nas tonsilas e outros tecidos linféides do animal, porém uma grande variedade de
animais selvagens e passaros mantém a bactéria, atuando como reservatério do agente
(SHUMAN, 1971; WOOD; SHUMAN, 1981).

Estudos com suinos domésticos mostraram que pode ocorrer variagdo na
suscetibilidade a doenca quando o0s animais sd0 expostos a fatores estressantes como

mudangcas repentinas na nutricdo, alteracdes bruscas de temperatura e fadiga.

A E. rhusiopathiae infecta o hospedeiro através de alimento e agua contaminados.
Apesar de haver colonizacdo rdpida das tonsilas e outros tecidos linféides, ndo ha estudos que
confirmem a habilidade da bactéria em invadir a mucosa oral ou em quais areas especificas do
trato digestivo o agente pode invadir o organismo. As tonsilas sdo reconhecidamente os locais
de preferéncia para o isolamento da bactéria em suinos aparentemente sadios, embora o
agente tenha sido isolado a partir de intestino, articulagdes e outros linfonodos de animais sem
sinais de erisipela (MURASE; EBI, 1960). A infeccéo natural pode ocorrer a partir de lesdes
na pele que podem ser ocultadas ou muito pequenas para uma rapida deteccdo (WOOD,
1999).
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4MATERIAL E METODO

Nesta secdo sdo descritas as espécies estudadas e suas procedéncias, bem como os

métodos de diagndsticos empregados.

4.1 ANIMAIS

Foram coletadas amostras de 138 animais, provenientes de nove criadouros comerciais
registrados junto ao Ibama (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), localizados nos estados de Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais
(Figura 1), sendo 24 pacas, 55 capivaras, 23 catetos e 36 queixadas (Figura 1 e 2). Esses
animais foram abatidos em um abatedouro do Estado de S&o Paulo com Servico de Inspecéo
Federal (SIF). As colheitas ocorreram no periodo de agosto de 2007 ajaneiro de 2009.

|
MINAS GERAIS
Solédade de Minas TrésRios
© @
SAO PAULO RIO DE JANEIRO
Guapimirim
Avaré Indaiatuba
Mandaguagu ltai ® ®
(6}

ESPECIE, PROCEDENCIA E NUMERO DE ANIMAIS

PARANA .
CAPIVARA  Avaré - SP (10)

Indaiatuba - SP (08)
Guarapuava Itai - SP (10)

° Trés Rios - RJ (20)

Guarapuava - PR (07)

PACA Guapimirim - RJ (10)
Soledade de Minas - MG (14)

CATETO Guarapuava - PR (09)
Madaguact - PR (14)

QUEIXADA  Guarapuava - PR (27)
0 50 100 200 300 400 500 Mangaguagu - PR (09)

Figura 1- Municipios de origem dos criadouros dos animais amostrados-S&o Paulo-2009
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Figura 2 — Espécies de animais silvestres estudadas: (A) Tayassu pecari, (B) Tayassu tajacu, (C)
Hydrochaeris hydrochaeris e (D) Agouti paca

4.2 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES

Devido a biologia de cada espécie e a legisacdo que normatiza os criadouros de
animais silvestres com finalidade econémica e industrial, as criagBes amostradas apresentaram
caracteristicas semelhantes em relacdo ao sistema de producao, infra-estrutura e manejo dos
animais.

As criagOes de paca caracterizam-se, principamente, por sistema intensivo e
densidade animal baixa. S&0 criados separados em casais e, apds 0 hascimento da cria, 0
macho € isolado até a desmama dos filhotes, época em que pode ocorrer nova cobertura. A
dieta consiste em frutas, legumes e tubérculos. As pacas amostradas eram criadas em baias de

aproximadamente 8m2 com cobertura e piso de cimento.

Para diferenciagdo entre as propriedades do municipio de Guarapuava, a propriedade
da qual foram amostrados os taiassuideos foi denominada Guarapuava-l e a fazenda da qual

capivaras foram amostradas foi denominada Guarapuava-l|.

As criacOes de capivara eram realizadas em sistema de semiconfinamento, em érea
com tanque de &gua e animais alimentados principalmente com volumoso. Apresentaram

grande variagdo na densidade animal devido a alta prolificidade e escoamento irregular da



27

producdo. Na propriedade Guarapuava-ll, as capivaras e 0 gado bovino utilizavam mesma
area de alimentagcdo, porém ndo concomitantemente. Na criacdo de capivara de Trés Rios
(RJ), os animais apresentaram historico de ocupacdo concomitante do mesmo espaco com
equinos e apos a separacdo dessas duas espécies, as capivaras passaram a dividir a mesma

&rea com caprinos.

A propriedade Guarapuava-l foi caracterizada por area aberta com solo exposto, um
fragmento de mata nativa e estrutura de manejo como piquetes e seringas. O sistema adotado
na criagdo foi 0 semi-extensivo, na qual os catetos e queixadas eram separados por alambrado
e a densidade animal era de aproximadamente 40 animais/ha. O principal item da dieta era o
milho e esporadicamente aveia e cana de acUcar, fornecidos de acordo com a producdo desses
insumos na propriedade. Era também fornecido sal mineral. Os taiassuideos oriundos da
propriedade de Mandaguag eram criados em baias de 8m2, sendo que cada baia abrigava
aproximadamente oito animais. Em ambas as propriedades, os animais ndo tinham contato

com cursos de agua.

Os animais amostrados ndo receberam nenhum tipo de vacina.

4.3 COLHEITA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

Os materiais biol6gicos foram colhidos durante o abate em estabel ecimento com SIF.

Os materiais colhidos foram: sangue, urina, rim, linfonodo mesentérico e tonsila.

O sangue foi colhido no momento da sangria em tubo sem anticoagulante e mantido
em temperatura ambiente para obtencdo do soro, que foi mantido a -20°C até o momento dos

testes sorol 6gicos para | eptospirose e brucel ose.

A urina foi colhida por puncdo da vesicula urinaria em seringa de 10mL contendo
5mL de salina tamponada de Sorensen. Os rins foram colhidos apos a evisceracdo e mantidos
com a cgpsula renal integra para diminui¢do do risco de contaminac&o. Foram transportados
até o laboratdrio sob refrigeracéo e imediatamente processados para a tentativa de isolamento

de leptospiras.

Os fragmentos de linfonodos mesentéricos foram colhidos apds a evisceracéo e as

tonsilas apOs a retirada da cabega. Essas amostras foram colocadas em sacos plasticos
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individuais e transportadas até o laboratério sob temperatura de refrigeracdo, quando foram
congeladas a -20°C até o momento da realizagdo do diagnostico direto para Mycobacterium
spp (linfonodos mesentéricos) e Erysipelothrix rhusiopathiae (tonsilas).

Todas as amostras foram devidamente identificadas.

4.4 EXAMES LABORATORIAIS.

Nesta secdo sdo descritos os métodos de diagndstico utilizados.

4.4.1 Exames sor ol 6gicos

Todos os testes sorol 6gicos foram realizados no Laboratério de Zoonoses Bacterianas
daFMVZ-USP.

4.4.1.1 Pesguisa de anticorpos contra Brucella spp.

Foi realizado o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), preconizado como
teste de triagem pelo PNCEBT para a pesquisa de anticorpos contra Brucella spp. O antigeno
€ preparado com a amostra 1119/3 de Brucella abortus a uma concentragdo de 8%,
tamponado em pH &cido (3,65) e corado com Rosa de Bengala. O antigeno foi cedido pelo
Instituto Biolégico parafins de pesquisa.

Para redlizacdo do teste os soros foram descongelados e homogeneizados a
temperatura ambiente de aproximadamente 24°C. De acordo com 0 PNCEBT deve ser evitada
temperatura fora da faixa de 22°C +/- 4°C. Foram adicionados 30 microlitros de soro e 30
microlitros do antigeno em uma placa de vidro com quadrados de quatro cm. A mistura
soro/antigeno foi realizada com bastdo de vidro e a placa foi agitada manualmente por 4
minutos. Apés esse periodo realizou-se a leitura com a placa sobre a caixa de leitura contendo
luz indireta. Os resultados foram interpretados através da presenca (positivo) ou auséncia

(negativo) de grumos na mistura soro/antigeno.
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4.4.1.2 Pesquisa de agl utininas anti-leptospiras.

Foi utilizada a microtécnica de soroaglutinacdo microscéopica— SAM — (GALTON et
a., 1965; COLE et da., 1973) para mensuragdo dos niveis de aglutininas utilizando uma
colecdo de antigenos vivos que incluiu 36 variantes soroldgicas, de acordo com o quadro 1 e
2. As culturas vivas de leptorspiras foram mantidas em meio liquido de EMJH modificado
(ALVES, 1995), com quatro a 14 dias de crescimento.

Os soros foram diluidos a 1:50 em solucéo salina tamponada de Sorensen. A reacado
foi efetuada em microplacas de poliestireno com 96 pogos, utilizando-se um volume de 50 L
de soro diluido adicionado a 50 puL de antigeno, obtendo-se a diluicdo final da mistura
soro/antigeno 1:100, sendo o ponto de corte da reacdo. Os soros positivos ha triagem foram
titulados em uma série de dilui¢cBes geométricas de raz&o dois. A reciproca da maior diluicéo
do soro que apresentou 50% de |eptospiras aglutinadas foi considerada como o titulo do soro
(MYERS, 1985). As placas foram incubadas em estufa a 28-30°C por trés horas. As leituras
foram realizadas em microscopio de campo escuro, no aumento de 100 vezes, observando-se

aformacéo de aglutinacéo.

Sorogrupo Sorovar Sorogrupo Sorovar
Austrais Australis | cterohaemorrhagiae | cterohaemorrhagiae
Australis Bratislava Javanica Javanica

Autumnalis Autumnalis Panama Panama

Autumnalis Butembo Pomona Pomona

Ballum Castellonis Pyrogenes Pyrogenes
Batavia Bataviae Segjroe Hardjo (Hardjoprajitno)
Canicola Canicola Sejroe Wolffi
Celledoni Whitcombi Sejroe Hardjo (Hardjobovis)
Cynopteri Cynopteri Shermani Shermani
Grippotyphosa Grippotyphosa Tarassovi Tarassovi
Hebdomadis Hebdomadis Seramanga Patoc
| cterohaemorrhagiae Copenhageni Sentot Sentot
Mini Mini

Quadro 1 — Antigenos utilizados na soroaglutinagdo microscopica para a pesguisa de aglutininas

antileptospiras
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Numero deidentificacéo Espéciede Origem Tipificacdo (Sorovar)
4B Gamba (Didel phus marsupialis) Brasiliense
M7/87 Suino (Sus scrofa domestica) Pomona
M4/98 Bubalino (Bubalus bubalis) Guaricura
M9/99 Rato (Rattus norvegicus) Copenhageni
LO1 Canino (Canis familiaris) Canicola
LO4 Suino (Sus scrofa domestica) Canicola
LO9 Bovino (Bostaurus) Canicola
LO14 Bovino (Bos taurus) Canicola
2A CAP Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) Bananal
21 CAP Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) Bananal
GR6 Suino (Sus scrofa domestica) Pomona

Quadro 2 — Isolados brasileiros de Leptospira sp utilizados como antigenos na soroaglutinagéo
mi croscopica para a pesquisa de aglutininas antileptospiras

4.4.2 | solamento e/ou deteccdo bacteriana

4.4.2.1 Tentativa de isolamento de Leptospira spp.

Foi realizado no Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas da FMV Z-USP.

Os rins foram processados no mesmo dia da colheita para a tentativa de isolamento do
agente. Apos retirada da capsula renal foi colhido aproximadamente 1g do tecido renal com
pipeta Pauster estéril, suspendidos em 9mL de salina de Sorensen e macerados em Stomacher
802, obtendo-se a diluicdo inicial 10™, a partir da qual foram preparadas duas diluicdes
seriadas em escala geométrica de raz&o dez (102 e 10°%). Cem microlitros por diluicdo foram
semeados em meio semi-solido de Fletcher (MY ERS, 1985) e incubados em estufa a 28-30°C
por seis semanas. Observacfes semanais (FAVERO et a,1997) foram realizadas para a
verificagdo do anel de crescimento subsuperficia (Zona de Dinger) e a confirmagdo da
presenca de leptospiras foi efetuada por visualizagdo em microscopia de campo escuro no

aumento de 200 vezes.



31

No laboratério as amostras de urina foram semeadas utilizando a técnica de diluicdes
seriadas na razdo 10 (10-2 e 10-3), com inoculagdo 0,5mL da suspensdo de cada diluicdo, em
tubos contendo 5 mL de meio de Fletcher acrescido de 20mg/mL de &cido Nalidixic e
incubadas a 28°C por 24 horas. Apos as 24 horas de incubagdo, os tubos foram semeados em
meio de Fletcher sem antibidtico, incubados a 28°C e examinados semanamente em
microscopio de campo escuro para observacao de leptospiras durante seis semanas. Cada
amostra de urina (0,5 mL) foi inoculada intraperitonialmente em hamsters (Mesocriceitus
auratus) machos jovens, com 60 a 80 gramas de peso vivo. Os hamsters foram observados
diariamente a procura de sinais sugestivos de leptospirose durante um periodo de 21 dias
consecutivos apos a inoculagdo. Ao final deste periodo os animais foram submetidos a
eutandsia por inalacéo de gas carbbnico (camara de CO2), e necropsiados para a colheita dos
rins e realizagdo dos cultivos destinados a isolamento de leptospiras. Amostras de sangue
também foram colhidas para realizac&o do teste de SAM.

A caracterizagcdo dos isolados foi realizada por método soroldgico (anticorpos
policlonais) e molecular (PCR), para determinacdo da espécie infectante.

Os isolados obtidos foram inicialmente identificados por meio do teste de SAM
realizado com anti-soros policlonais de coelho para a identificagdo do sorogrupo mais
provavel (FAINE, 1982; WHO 2003). Foram utilizados anti-soros policlonais com o0s
sorovares Australis, Bratislava, Autumnalis, Castellonis, Bataviae, Canicola, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjoprajitno, Wolfi,
Patoc e Tarassovi, cedidos pelo Dr. Schonberg (Royal Tropical Institute, Holanda).

No Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (RS), os isolados
foram caracterizados molecularmente. Para a extracdo do DNA, as leptospiras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O DNA foi submetido a el etroforese em gel
de agarose para quantificacéo e avaliagdo da suaintegridade e armazenado a -20°C. O produto
do PCR de aproximadamente 600pb correspondente a0 gene denominado rpoB foi
amplificado e seqglienciado por meio de primers descritos por La Scola (2006). As seqliéncias
foram entdo submetidas a uma analise comparativa por meio do programa Basic Local
Alignment Serach Tool (BLAST), localizado no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/). Foram utilizados dados depositados no

banco de dados mundial GenBank.
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4.4.2.2 Tentativa de isolamento de Mycobacterium spp.

Foi realizado no Laboratorio de Zoonoses Bacterianas da FMVZ-USP.

Foi utilizado um grama de linfonodo mesentérico macerado com adicdo de um
mililitro de salina 0,85% para homogenizacdo em Stomacher 80. ApGs a descontaminagdo
pelo protocolo de Petroff (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972), os inéculos
foram centrifugados a 1000G por 20 minutos e semeados nos meios de cultura Lowenstein-
Jensen e Stonebrink-Leslie previamente distribuidos em tubos (180 x 18 mm). Apés a
secagem do in6culo com os tubos levemente inclinados, estes foram fechados por completo e
colocados em posicdo horizontal em estufa a 37°C por até 90 dias. As colénias com
caracteristicas sugestivas de micobactérias foram fixadas em lamina de vidro e coradas pelo
método de Ziehl-Nielsen (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972) para
pesquisa de bacilo accol-acido resistente (BAAR). Das amostras BAAR positivas foi extraido
o0 DNA para identificacdo pela técnica PCR com andlise de restricio ou PCR-PRA
(Polymerase Chain Reaction - PCR Restriction Analysis) (TELENTI et al., 1993).

4.4.2.3 Tentativa de isolamento de Erysipelothrix rhusiopathiae

Foi realizado no Laboratério de Sanidade Suina e Virologiada FMVZ-USP.

Inicialmente foi realizada breve dissecacdo das tonsilas, aspergiu-se pegueno volume
de etanol 70% por toda a superficie tonsilar, flambou-se a mesma por meio do uso do bico de
Bunsen. Apés a flambagem, foram procedidos cortes com tesoura estéril na tonsila e
fragmentos, com menos de 1cm? de &rea, foram imersos em tubos de ensaio contendo 5mL de
caldo seletivo para Erysipelothrix (ESB - “Erysipelothrix seletive broth”) (WOOD, 1965), e
paralelamente houve a inoculacdo e semeadura do fragmento de tonsila em placa contendo

agar sangue azida (ASA).

O tubo contendo ESB ja inoculado foi incubado em atmosfera aerdbia, a 37°C por 48
horas. Ap6s o periodo de incubacéo o caldo foi removido e disposto em tubos tipo Falcon de
15mL, centrifugados a 1400xG por 20 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 1mL de
solucdo salina a 0,85% e plagueado em ASA. Depois da incubacdo a 37°C por 48 horas em
aerobiose, as colbnias presentes nas placas foram examinadas macro e microscopicamente
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(coloracéo de Gram) e submetidas aos testes de producdo de catalase e de sulfeto de
hidrogénio em TSI (“triple sugar iron’/ &gar triplo aglucar — ferro) para identificacdo

presuntiva do género Erysipelothrix sp.

Os isolados que apresentaram caracteristicas compativeis com o género Erysipelothrix
foram submetidas & PCR para deteccdo simulténea do género Erysipelothrix (MAKINO et al.
1994) e da espécie E. rhusiopathiae (SHIMOJI et al., 1998). O produto de amplificacdo
relacionado ao género codifica a sequiéncia 16S do RNA ribossdomico (MAKINO et al., 1994),
enquanto que o amplicon relacionado a espécie codifica a seqiiéncia que flanqueia a regido
genética da insercdo Tn916, que, presumivelmente, estd associada a viruléncia de E.
rhusiopathiae (SHIMOJI et a., 1998). As segiiéncias dos “primers’, assim como o tamanho

do produto amplificado constam no quadro 3.

Primer Sequéncia (5'- 3') Genealvo Amplicon Referéncia

MO 101 AGATGCCATAGAAACTGGTA Makino et 4.
16SrRNA 407 pb

MO 102 CTGTATCCGCCATAACTA 1994

ER1 CGATTATATTCTTAGCACGCAACG Shimoji et 4.
Tn 916 937pb

ER 2 TGCTTGTGTTGTGATTTCTTGACG 1998

Quadro 3- “Primers’ utilizados para deteccdo simulténea de género e espécie - Sdo Paulo - 2009

4.4.2.3.1 Extracdo do DNA bacteriano

O método de purificagdo de acidos nucléicos foi realizado como descrito por Boom et
a (1990).

Um microtubo contendo 200uL de um cultivo puro de Erysipelothrix sp. em infusdo
cérebro-coracdo (BHI) acrescido de 5% (v/v) de soro equino de 24 horas de crescimento foi
pré-lisado com 20uL de proteinase K (20mg/mL) e 100 uL de lisozima (100 mg/mL) durante
60 minutos em banho-Umido a 37°C. Apés este periodo de pré-lise foi adicionado ao
microtubo 1000ul de tamp&o de lise (120g isotiocianato de guanidina, ImL Triton 100X, 10
mL TrissHCl 1 M [pH 6,4] € 8,8mL EDTA 0,5M [pH 8] em 100mL H,O MilliQ®), 40uL de
solugdo carreadora (1g de Diatomaceas Earth, 50uL HCl 37% e 5mL H,O MilliQ®) e



incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente o microtubo, no qual as
células bacterianas ja se encontravam lisadas e os DNAs ligados as particulas de silica, foi
centrigado a 12800rpm por um minuto e 30 segundos, o sobrenadante foi descartado e o
pélete resultante foi submetido a cinco lavagens seguidas. As duas primeira com 500uL de
tampdo de lavagem (120g isotiocianato de guanidina e 10mL TrissHCI 1M [pH 6,4] em
100mL H,O MilliQ®), as duas seguintes com 500L de etanol 70% (- 20°C) e a Ultima com
500uL de cetona. ApGs as lavagens o microtubo contendo o pélete foi mantido em estufa a
37° C por cercade 60 minutos. O pélete foi ressuspendido pela adicdo de 150uL de tampéao de
eluicdo (ImL TrissHCI 1M [pH 6,4] e 0,2mL EDTA 0,5M [pH 8] em 100mL de H»O
MilliQ®), centrifugado a 12 800rpm por cinco minutos, removido o0 sobrenadante (DNA

eluido dasilica) e, este, foi armazenado a—20°C até sua amplificacéo.

4.4.2.3.2 Amplificagdo do DNA

A mistura da reacéo de amplificacdo foi preparada em um volume de 20uL contendo
2,5uL de PCR buffer, 1,5 mM MgCl,, 200mM de dNTP, 20 pmoles dos primers MO101 e
MO102, 30 pmoles dos primers ER1 e ER2, 0,5 U Tag DNA polimease (LGC Biotecnologia).
E a esta mistura da reacéo de amplificacdo foi adicionado um volume de 5uL DNA extraido.
A amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo a 95°C por quatro minutos, seguida por 35
ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 59,3°C e um minuto e meio a 72°C, finalizando

com uma extensado de cinco minutos a 72°C.

4.4.2.3.3 Deteccao do produto de amplificacdo

Os produtos de amplificacdo foram segregados por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, utilizando-se tamp&o TBE 0,5X.
Os fragmentos amplificados foram visualizadas no sistema de fotodocumentacéo
ImageMaster® (Amershan Biosciences) por meio do uso do corante BlueGreen® (LGC
Biotecnologia). Os fragmentos foram identificados com base na utilizagdo de marcador de
DNA de 100pb DNA Ladder (LCG Biotecnologia).
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4.4.2.3.4 Sorotipagem

Os isolados classificados pela PCR como E. rhusiopathiae foram enviados para
laboratério de referéncia no Japdo (National Institute of Animal Health), onde foi realizada a
sorotipagem pela da técnica de precipitacdo em gel de agarose (KUCSERA, 1979;
TAKAHASHI et d., 1996).

4.5 TRATAMENTO DOS DADOS

Foram calculados os intervalos de confianca (95%) para as freguéncias de
soropositivos para leptospirose por espécie e procedéncia. Para isso foi utilizado o programa
Epi Info 6.04. As propor¢des de soropositivos foram comparadas entre si pelo teste de
comparacdo de duas propor¢des, com auxilio do programa Med Calc 10.4. O mapa foi
produzido pelo programa Arc GIS 9.2 (ESRI) com banco de dados da malha municipal do
Brasil (IBGE, 2001).
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S RESULTADOS

Nenhuma das carcacas desses 138 animais apresentou alteracdes a inspecdo, sendo
liberadas para consumo in natura.

Os resultados dos exames |aboratoriais realizados estdo sumarizados natabela 1.

A tabela 2 traz as freqUéncias de soropositivos para qualquer sorovar de Leptospira
SP, segundo as espécies animais e as localidades. Também mostra as freqliéncias acumul adas
por espécie.

Os valores de p comparando as proporcdes de positivos para as capivaras encontram-
senatabela 3.

A tabela 4 mostra as frequiéncias de soropositivos para qualquer sorovar de Leptospira
spp, segundo os locais de procedéncia dos animais e a tabela 5 traz os valores de p referentes
acomparacado das proporgdes de positivos entre essas procedéncias.

A tabela 6 mostra 0os sorovares mais provaveis, segundo as espécies animais
amostradas e suas procedéncias.

Dos 49 animais positivos para Leptospira spp, 20 apresentaram titulos mais elevados
iguais para mais de um sorovar e, portanto, foram excluidos da andlise dos sorovares mais

provaveis.



Tabela 1- Resultados dos exames laboratoriais segundo a espécie animal, sexo, procedéncia e tipo de criagdo - Sdo Paulo — 2009

(Continua)

Dadosdo animal Sor o para pesquisa de anticor pos Linfonoc'io Tons'ila Rim Urina
mesenterico | palatina
numero ) ) tipo de ) ) Isolamento Detecgao Isolamento
sequencial espécie sexo* procedéncia* criagio® Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* micobactéria crisipela leptospira

1 Capivara M Avaré-SP SI - 200 But, 100 Jav, 100 Ict, 100 Aus NC** NC - NC
2 Capivara M Avaré-SP Nt - 200 But NC NC - NC
3 Capivara F Avaré-SP SI - 200 Gri NC NC - NC
4 Capivara F Avaré-SP ST - - NC NC - NC
5 Capivara M Avaré-SP Nt - 200 Pat NC NC - NC
6 Capivara M Avaré-SP Nt - - NC NC - NC
7 Capivara F Avaré-SP ST - 200 Py, 200 Hap NC NC - NC
8 Capivara M Avaré-SP SI - - NC NC - NC
9 Capivara M Avaré-SP SI - 200 Gri NC NC - NC
10 Capivara F Avaré-SP SI - - NC NC - NC
11 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - prx NC NC -
12 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
13 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
14 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
15 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
16 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
17 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
18 Capivara M Indaiatuba-SP SI - - - NC NC -
19 Capivara F Itai-SP SI - - - NC - NC
20 Capivara F Ttai-SP ST - - - NC NC NC
21 Capivara F Ttai-SP ST - - - NC NC NC
22 Capivara M Itai-SP ST - - - NC NC NC
23 Capivara M Itai-SP ST - - - NC NC NC
24 Capivara M Itai-SP SI - - - NC - NC
25 Capivara M Itai-SP ST - - - NC - NC
26 Capivara M Itai-SP SI - - - NC NC NC

LE




(Continuacao)

Dados do animal Soro para pesquisa de anticor pos Linfonogo Tons-ila Rim Urina
mesenterico | palatina
nimero tipo de Isolamento Detecgao Isolamento
sequencial espécie sexo* procedéncia* criagio® Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* micobactéria erisipela Jeptospira
27 Capivara M Itai-SP SI - - - NC NC NC
28 Capivara M Itai-SP SI - - - NC NC NC
29 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 200 Bra, 100 Pyr, 100 Hap NC NC - NC
30 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 400 Py, 400 Har, 400 Pat, NC NC - NC
31 Capivara M Trés Rios-RJ SI - - NC NC - NC
32 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 400 Hap, NC NC - NC
33 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 400 Tar, 200 She, 200 Cop, 100 Pyr NC NC - NC
34 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 200 Py, 200 Hap, 100 Wol NC NC - NC
200 Heb, 200 Hap, 200 Wol, 200 Har, 200 M99, 100 Ict, 100 Jav, 100 Pyr,
35 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 100 Tar NC NC - NC
36 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 400 Heb, 400 Ict, 400 Hap, 400 Wol, 200 Pan, 200 Har, 200 Pat NC NC - NC
37 Capivara F Trés Rios-RJ ST - 400 Tar NC NC - NC
38 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 400 Hardjo, 400 Wol, 100 Heb, 100 Pat NC NC - NC
39 Capivara M Trés Rios-RJ ST - 200 Py, 200 Wol, 100 Hap NC NC - NC
40 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 200 Tar NC NC Tarassovi' NC
41 Capivara F Trés Rios-RJ ST - - NC NC - NC
42 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 200 Tar NC NC - NC
43 Capivara M Trés Rios-RJ SI - 100 Hap, 100 Wol NC NC - NC
44 Capivara M Trés Rios-RJ SI - - NC NC - NC
45 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 200 Bra, 200 M99,100 Hap, 100 Wol NC NC - NC
46 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 400 Bra, 200 Wol, 100 Cop, 100 Ict, 100 Hap NC NC - NC
47 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 200 Hap, 200 Tar, 100, Wol, 100 Har NC NC Tarassovi' NC
48 Capivara F Trés Rios-RJ SI - 400 Tar, 400 Pat, 200 Bra, 200 Pan, 200 Wol, 100 Ict, 100 Har NC NC - NC
49 Capivara M Guarapuava [I-PR SI - 1600 Har, 800 Aut, 400 Bra, 400 Gri, 200 Pat, 200 But, 100 Aus NC NC NC NC
3200 Har, 1600 Bra, 800 Pat, 800 Aut, 400 But, 400 Gri 100 Aus, 100 She,
50 Capivara M Guarapuava [I-PR SI - 100 Sentot NC NC NC NC

8¢




(Continuacéo)

Dados do animal Sor o para pesquisa de anticor pos Linfonot'jo Tons'ila Rim Urina
mesenterico | palatina
nimero . . tipo de . . Isolamento Detecgdo Isolamento
sequencial espécie | sexo* procedéncia* criagio® Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* micobactéria crisipela leptospira

51 Capivara M Guarapuava II-PR SI - 1600 Har, 800 Bra, 400 Pat, 200 Aus, 200 Aut, 200 Gri, 200 She, NC NC NC NC
52 Capivara F Guarapuava [I-PR SI - 800 Har, 200 Aus, 200 Bra, 200 Aut, 200 But, 100 Gri, NC NC NC NC
53 Capivara F Guarapuava [I-PR SI - 1600 She, 200Har NC NC NC NC
54 Capivara M Guarapuava [I-PR SI - 3200 Hap, 3200 Wol NC NC NC NC
55 Capivara M Guarapuava [I-PR SI - 200 Pat, 100 Ict NC NC NC NC
56 Cateto M Guarapuava [-PR SI - - - NC NC -

57 Cateto M Guarapuava [-PR SI - - - NC NC -

58 Cateto M Guarapuava [-PR SI - 400 Gri - NC NC -

59 Cateto M Guarapuava [-PR SI - - - NC NC -

60 Cateto M Guarapuava [-PR SI - 200 Gri, 200 Pat, 100 Tar NC NC NC NC
61 Cateto M Guarapuava [-PR SI - - NC NC NC NC
62 Cateto F Guarapuava [-PR SI - 100 Pyr, 100 Pat, NC NC NC NC
63 Cateto F Guarapuava [-PR SI - - NC NC NC NC
64 Cateto M Guarapuava [-PR SI - 800 Gri, 800 She, 200 But, 100 Cyn NC NC NC NC
65 Cateto F Mandaguagu-PR I - - - - - NC
66 Cateto F Mandaguagu-PR I - - - - - NC
67 Cateto M Mandaguagu-PR I - - - - - NC
68 Cateto M Mandaguagu-PR 1 - 100 Heb - - - NC
69 Cateto F Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
70 Cateto F Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
71 Cateto F Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
72 Cateto M Mandaguagu-PR I - - - - - NC
73 Cateto M Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
74 Cateto F Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
75 Cateto M Mandaguagu-PR I - - - - - NC
76 Cateto M Mandaguagu-PR I - - - - - NC

6¢




(Continuacéo)

Dados do animal Soro para pesquisa de anticor pos Linfonot'jo Tons'ila Rim Urina
mesenterico | palatina
nimero . . tipo de . . Isolamento Detecgdo Isolamento
sequencial espécie sexo* procedéncia* criagio® Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* micobactéria crisipela leptospira
77 Cateto F Mandaguagu-PR I - - - - - NC
78 Cateto M Mandaguagu-PR 1 - - - - - NC
79 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
80 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
81 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
82 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
83 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
84 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
85 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
86 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
87 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
88 Paca M Guapimirim-RJ I - - NC NC NC NC
89 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
90 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
91 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
92 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
93 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
94 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
95 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
96 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC NC NC
97 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC
98 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC
99 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC
100 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC
101 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC
102 Paca M Soledade de Minas-MG I - - NC NC - NC

014




(Continuacéo)

Dados do animal Soro para pesquisa de anticor pos Linfonot'jo Tons'ila Rim Urina
mesenterico | palatina
nimero . . tipo de . . Isolamento Detecgdo Isolamento
sequencial espécie sexo* procedéncia* criagio® Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* micobactéria crisipela leptospira
103 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - NC NC NC NC
104 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - NC NC NC NC
105 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Gri, 200 Ict, 200 Har, 200 Pat, NC NC NC NC
106 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Gri NC NC NC NC
107 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Aut, 200 Gri, 200 Ict, 200 Har, NC NC NC NC
108 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 800 Har, 200 Pat, 200 Gri, 100 Ict, 100 Bra NC NC NC NC
109 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Gri, 200 Ict, 200 Har, 200 Pat, 100 Bra NC NC NC NC
110 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Gri NC NC NC NC
111 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 6400 Gri, 100 Har NC NC NC NC
112 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 400 Gri, 200 Ict, 200 Har, 100 But NC NC NC NC
113 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 Ict, 200 Py, 200 Pat, 100 Gri, 100 Har NC NC NC NC
114 Queixada F Guarapuava [-PR SI - 1600 Gri, 400 Pat, 200 Ict, 200 Sen, 100 But NC NC NC NC
115 Queixada F Guarapuava [-PR SI - 400 Bra, 400 Har, 200 Aut, 200 Gri, 200 She, 200 Pat, 100 Sen NC NC NC NC
116 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 800 Har, 400 Bra, 400 Ict, 200 Aut, 200 But, 200 Gri, , 200 Sen NC NC NC NC
117 Queixada F Guarapuava [-PR SI - 3200 Gri, 400 Pat, 100 Ict, 100 Pyr, 100 Har, Sen 100 NC NC NC NC
118 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
119 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
120 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
121 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
122 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
123 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - P NC -
124 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
125 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
126 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
127 Queixada M Guarapuava [-PR SI - - - - NC -
128 Queixada M Guarapuava [-PR SI - 200 LO1 - - NC -

It




(Conclusao)

) . . Linfonodo Tonsila ) .
Dados do animal Soro para pesquisa de anticor pos . . Rim Urina
mesenterico | palatina
nimero . . tipo de . . Isolamento Detecgdo Isolamento
) espécie | sexo* procedéncia* ) Brucelose Leptospirose (titulo e sorovar mais provavel)* . . » .
sequencial criagdo* micobactéria erisipela leptospira
129 Queixada F Guarapuava [-PR SI - - — — NC —
130 Queixada M Mandaguagu-PR I - - — — — NC
131 Queixada M Mandaguagu-PR I - - - — — NC
132 Queixada F Mandaguagu-PR I - - - — — NC
133 Queixada F Mandaguagu-PR I - - - — — NC
134 Queixada F Mandaguagu-PR I - - — — — NC
135 Queixada F Mandaguagu-PR I - - - — — NC
136 Queixada F Mandaguagu-PR I - - — — — NC
137 Queixada F Mandaguagu-PR I - - — — — NC
138 Queixada F Mandaguagu-PR I - - — — — NC

* sex0: M=macho, F=fémea, I=indeterminado;

Municipios das propriedades amostradas: Avaré, Indaiatuba, Itai, Trés Rios, Guarapuava, Mandaguagu, Guapimirim, Soledade de Minas.

Tipo de criagdo: SI= semi-intensivo, [=intensivo;

Leptospirose: But=Butembo, Cop=Copenhageni Gri=Grippotiphosa, Pat= Patoc, Py=Pyrogenes, Hap=Hardjoprajitno, Har=Hardjobovis, Heb=Hebdomadis,
She=Shermani, Wol=Wolffi, Bra=Bratislava, Jav=Javanica, Tar=Tarassovi, Aus=Australis, Ict=Icterohaemorrhagiae, Aut=Autumnalis, Sen=Sentot M99=M9/99,
LO1= Canicola LO1

** NC= ndo coletado

**% P=positivo

! Sorovar mais provavel segundo teste de anticorpos policlonais
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Tabela 2- Freqliéncia de soropositivos para qualquer sorovar de Leptospira sp, segundo as espécies animais e a origem - Sdo Paulo - 2009

espécie capivara cateto paca queixada
procedéncia Avaré-SP Guarapuava II-PR | Indaiatuba-SP Itai-SP Trés Rios-RJ | Guarapuava I-PR | Mandaguagu-PR | Guapimirim-RJ Soledade de Minas-MG | Guarapuava I-PR | Mandaguagu-PR
positivos 6 7 0 0 17 4 1 0 0 14 0
examinados 10 7 8 10 20 9 14 10 14 27 9
freqiiéncia (%) 60,00 100,00 0,00 0,00 85,00 44,44 7,14 0,00 0,00 51,85 0,00
1C95% (%) [27.37;86,30] |  [56,10; 100] [0,00; 40,23] 3[3:32;] [61,14;96,04] | [15,34;77,34] | [0,37;55,83] | [0,00;34,45] [0,00; 26,76] [32,35;70,85] | [0,00;37,12]
“p” paracomparacdo de

duas propor ¢des 0,11 0,02

positivos por espécie 30 5 0 14
examinados por espécie 55 23 24 36
frequéncia (%) por espécie 54,55% 21,74% 0,00% 38,89%

1C95% (%) por espécie [40,65; 67,80] [8,29; 44,21] [0,00; 17,17] [23,62; 56,47]

Tabela 3- Valores de p resultantes da comparagdo entre as propor¢des de capivaras soropositivas para qualquer sorovar de Leptospira sp, segundo
origem - Sdo Paulo - 2009

Avaré-SP Guarapuava II-PR Itai-SP Trés Rios-RJ
Guarapuava II-PR 0,18
Itai-SP 0,015 0,0003
Trés Rios-RJ 0,28 0,7 0,0001
Indaiatuba-SP 0,03 0,0008 1 0,0002
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Tabela 4- Freqliéncia de soropositivos para qualquer sorovar de Leptospira sp, segundo os locais de procedéncia dos animais - Sdo Paulo - 2009

Procedéncia Avaré-SP Guarapuava II-PR | Indaiatuba-SP Itai-SP Trés Rios-RJ | Guarapuava [-PR | Mandaguagu-PR | Guapimirim-RJ Soledad;[(ij Minas-
Positivos 6 7 0 0 17 18 1 0 0
Examinados 10 7 8 10 20 36 23 10 14
% 60,00 100,00 0,00 0,00 85,00 50,00 4,35 0,00 0,00
IC% (95%) | [27,37; 86,30] [56,10; 100] [0,00; 40,23] | [0,00; 34,45] | [61,14; 96,04] [33,22; 66,77] [0,22; 23,96] [0,00; 34,45] [0,00; 26,76]

Tabela 5- Valores de p resultantes da comparagéo entre as propor¢des de animais soropositivos para qualquer sorovar de Leptospira sp, segundo as suas
procedéncias - Sdo Paulo - 2009

Avaré-SP Guarapuava II-PR | Indaiatuba-SP | Itai-SP | Trés Rios-RJ | Guarapuava I-PR | Mandaguagu-PR | Guapimirim-RJ
Guarapuava II-PR 0,18 - - - - - - -
Indaiatuba-SP 0,03 0,0008 - - - - - -
Itai-SP 0,015 0,0003 1 - - - - -
Trés Rios-RJ 0,28 0,7 0,0002 0,0001 - - - -
Guarapuava [-PR 0,84 0,041 0,027 0,0124 0,0095 - - -
Mandaguagu-PR 0,001 0,000006 0,57 0,6637 0 0,000252 - -
Guapimirim-RJ 0,014 0,000292 - - 0,000054 0,012 0,6637 -
Soledade de Minas-MG 0,0041 0,000043 - - 0,000001 0,000942 0,7997 -
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Tabela 6- Sorovares mais provaveis de Leptospira sp, segundo as espécies de animais amostradas e suas procedéncias - Sdo Paulo - 2009

sorovar Hardjoprajitno | Shermani Butembo Bratidava Patoc Grippotyphosa | Hardjobovis Tarassovi Hebdomadis | Canicola(L O1)
Indaiatuba-SP - - - - - - - - - -
Itai-SP - - - - - - - - - -
Guapimirim-RJ - - - - - - - - - -
Soledade de Minas-MG - - - - - - - - - -

procedéncia | Mandaguagu-PR - - - - - - - - 1/1 (100%) -
Avaré-SP - - 2/5 (40%) - 1/5 (20%) 2/5 (40%) - - - -
Guarapuava [I-PR - 1/6 (16,6%) - - 1/6 (16,6%) - 4/6 (66,6%) - - -
Trés Rios-RJ 1/7 (14,3%) - - 2/7 (28,5%) - - - 4/7 (57,1%) -
Guarapuava I-PR - - - - - 7/10 (70%) 2/10 (20%) - - 1/10 (10%)
capivara 1/18(5,55%) 1/18(5,55%) | 2/18(11,1) 2/18(11,1%) | 2/18(11,1%) 2/18 (11,1%) 4/18(22,2%) 4/18(22,2%) - -

» cateto - - - - - 1/2(50%) - - 1/2 (50%) -

espécie
paca - - - - - - - - - -
queixada - - - - - 6/9 (66,6%) | 2/9 (22,22%) - - 1/9 (11,1%)

974
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Em relacdo a tentativa de isolamento de leptospiras, das 62 amostras de rim e 24
amostras de urina processadas, foram obtidos dois isolados a partir de tecido renal de duas
capivaras (animais 40 e 47, Tabela 1). A identificac&o inicial, realizada por meio da SAM com
anticorpos policlonais, resultou na classificacdo como sorovar Tarassovi. Esses animais
também mostraram anticorpos contra o sorovar Tarassovi a SAM (Tabela 1). Os isolados
enviados para o Centro de Biotecnologia da Universidade de Pelotas (RS), foram submetidos a
PCR e sequienciamento do gene rpoB. As sequiéncias de rpoB submetidas a analise comparativa
global blast mostraram 100% de identidade com L. santarosai.

Os isolados foram enviados para centro de referéncia (Royal Tropica Institute) na
Holanda, onde as amostras serdo submetidas a testes com anticorpos monoclonais.

Os hamsters inoculados com urina ndo adoeceram e também ndo apresentaram
aglutininas anti-leptospiras ao teste de SAM.

Em relagdo a tentativa de isolamento de micobactérias, das 57 amostras de linfonodos
mesentéricos processadas, apenas uma resultou em isolamento de uma coldnia de cor aaranjada
(Figura 3). Seu crescimento pode ser observado no meio de cultura de Stonebrink-Leslie apés
um periodo de 80 dias. A coloracdo pelo método de Ziehl-Nielsen mostrou tratar-se de bacilo
acool-4cido resistente (BAAR).

Asfiguras 4, 5 e 6 mostram os resultados obtidos nas trés etapas da técnica PCR-PRA. O
isolado BAAR foi identificado por meio da técnica de PCR-PRA e mostrou perfil de restricéo

compativel com o Mycobacterium xenopi (Figura4, 5 e 6).

Figura 3 - Coléniadeisolado BAAR em meio de cultura de Stonebrink-Leslie
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Ladder

100b,
600bp
439bp
100bp

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose mostrando resultado de PCR realizada com os primers Tb1l e
Th12 (TELENTI et al, 1993) em isolados BAAR de capivara, identificando a amostra como
pertencente ao Género Mycobacterium

Ladder

300bp
235bp

120bp

100bp
85bp

100bp 50b
:i:

Figura5 - Eletroforese em gel de agarose mostrando fragmentos de 235, 120 e 85pb gerados pela digestéo
do amplificado de 439 bp, especifico do género Mycobacterium, pela enzima de restricdo
BstEll (TELENTI et al., 1993), em isolado BAAR de capivara
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Ladder
100bp 50bp

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose mostrando fragmentos de 160, 105 e 60pb gerados pela digestdo
do amplificado de 439 bp, especifico do género Mycobacterium, pela enzima de restricdo
Haelll (TELENTI et al., 1993), em isolado BAAR de capivara

Em relagdo a tentativa de isolamento de Erysipelothrix SP, das 35 tonsilas processadas,
foi obtido um isolado da queixada (T. pecari), nimero 123 (Tabela 1), o qua foi inicialmente
identificado como Erysipelothrix sp com base nas caracteristicas macroscopicas da colénia
(Figura 7), coloracdo de Gram, auséncia de producéo de catalase e a producdo de sulfeto de

hidrogénio em &gar triplice agUcar ferro (TSI — “triple sugar iron”) (Figura 8).



Figura 7 - Cultivo de 48 horas de Erysipelothrix sp. em &gar sangue &zida

Figura 8 - Producdo H,S em &gar TSI por amostra de Erysipelothrix sp

49
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A PCR mostrou tratar-se de Erysipelothrix rhusiopathiae (Figura 9). A sorotipagem
mostrou ser um isolado do tipo 2b.

Ladder
100pb

1.2 345671

937pb

407pb

Figura 9- Eletroforese em gel de agarose mostrando amplificagdo dos fragmentos de DNA de 407pb
(Erysipelothrix sp.) e 937pb (E. rhusiopathiae). As colunas de 1 a 5 representam colbnias do
mesmo isolado. As colunas 6 e 7 referem-se, respectivamente, ao controle positivo e negativo
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6 DISCUSSAO

6.1 BRUCELOSE

Como 0 observado na tabela 1 todos 0s animais das quatro espécies amostradas ndo
apresentaram anticorpos contra Brucella sp. no teste de Antigeno Acidificado Tamponado.
Entretanto, existem trabalhos relatando a soropositividade para Brucella sp. em queixadas,
catetos e capivaras e também o isolamento do agente dos tecidos de catetos e capivaras.

O primeiro relato de brucelose em capivaras foi realizado por Manzullo, o qual teria
isolado B. melitensis desses animais na Argentina (MCDIARMID, 1962). Na Venezuela, Bello et
al. (1984) encontraram anticorpos anti-Brucella no soro de capivaras por meio das técnicas de
soroaglutinacdo em tubo, fixacdo de complemento, 2-mercaptoetanol e card-test. Os autores
também isolaram os biotipos 1 e 6 de Brucella abortus a partir dos tecidos. Nesse mesmo pais,
Lord e Flores (1983) isolaram 23 amostras, das quais oito foram de Brucella abortus (biotipos 2,
3,4,5e7) e15 deBrucedla suis (biotipos 2 e 3). Os isolamentos ocorreram a partir de amostras
de baco, linfonodos mesentérico e submaxilar de 201 capivaras de vidalivre.

Em estudo sorolégico e bacteriol égico conduzido na Venezuela com 139 catetos, Lord e
Lord (1991) obtiveram 43 isolados de Brucella suis biovar 1 a parir de baco e linfonodos de 25
machos e 18 fémeas. Também foram encontrados anticorpos contra Brucella sp. em 122
amostras de soro por meio dos testes de aglutinacdo rapida em placa, soroaglutinacdo em tubo, 2-
mercaptoetanol, rivanol, fixacdo do complemento e card test. No Arizona, Estados Unidos da
América (EUA), Corn et a. (1987) ndo encontraram anticorpos anti-Brucella sp. em 194
amostras de soro de catetos cagados.

Em relacéo as queixadas, Nava (2008) encontrou amostras reatoras a prova do AAT em
sete de 61 queixadas de vida livre capturadas no estado de Sdo Paulo. Kashivakura et al. (2004),
encontraram frequéncias semelhantes, verificando anticorpos anti-Brucella sp. em 42 de 209
queixadas localizadas na regido do Parque Nacional das Emas, estado de Goias. Ito et al. (1998),
por meio de AAT e soroaglutinacdo rapida, encontraram duas queixadas positivas dos sete
animais examinados, oriundos do Pantanal Sul-mato-grossense.

A auséncia de anticorpos anti-brucelas lisas nos soros das capivaras, catetos e queixadas
examinadas no presente estudo, mostra que esses animais, embora suscetiveis a essas espécies de
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brucela, ndo foram a elas expostos. Provavelmente, isso foi resultado dos sistemas de criagéo
adotados nas fazendas amostradas, pois esses animais praticamente ndo tiveram contato com
animais domeésticos, principais hospedeiros da B. abortus, B. suis e B. melitensis; ou entdo
tiveram contato com animais ndo infectados. Importante lembrar que a B. melitensis é exética no
Brasil, que a B. abortus é endémica (PAULIN; FERREIRA NETO, 2005) e que a B. suis,
embora presente no Brasil, tem pouca importancia na suinocultura comercial.

6.2 LEPTOSPIROSE

Os resultados dos testes sorol6gicos obtidos no presente estudo demonstraram que das
espécies estudadas, apenas as pacas ndo foram reagentes a nenhum dos 36 sorovares testados na
prova de SAM (Tabela 2). A hip6tese mais provavel desses resultados negativos o modo de
criacdo das pacas. Esses animais eram criados em casais, sendo que cada casal era mantido em
recinto coberto de aproximadamente 8m?, com piso de cimento e alimentacdo em cocho. N&o
haviaformacdo de alagados nem referéncia a presenca de roedores. Portanto, baixa probabilidade

de contato com leptospiras.

As capivaras apresentaram a maior freqiéncia de animais reagentes (54,5%), seguidas
das queixadas (39%) e dos catetos (21,7%) (Tabela 3).

As capivaras sdo eficientes reservatorios naturais de leptospiras, pois sdo roedores e
vivem em estreito contato com o ambiente aguatico (VASCONCELLOS, 1987; ITO et a., 1998,
MARVULO et al., 2009). Independentemente da proveniéncia dos animais, 0S sorovares mais
provaveis mais freqlentes nessa espécie foram o Hardjobovis e Tarassovi, seguidos do
Grippotyphosa, Patoc, Bratislava e Butembo, além de Shermani e Harjhoprajitno (Tabela 6).

Diversos relatos ja foram feitos de capivaras reagentes a uma grande variedade de
sorovares. Jelambi, (1976) em estudo na Venezuela encontrou animais reatores ao Canicola,
Ballum, Hardjo, Hebdomadis, e Wolffi. Outros estudos no Brasil encontraram capivaras com
anticorpos contra os sorovares Patoc, Canicola, Ballum, Hardjo, Hebdomadis, Wolffi, Butembo e
Autumnalis (NOGUEIRA et a.,1997; ITO et a., 1998; PACHALY et d., 2001; NISHIYAMA et
al., 2002).

Os sorovares mais provaveis mais freqlentes nas queixadas foram Grippotyphosa,
Hardjobovis e Canicola (Tabela 6). Em estudo com queixadas de vida livre no extremo oeste do
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estado de Sdo Paulo, Nava (2008) encontrou animais reagentes aos sorovares Panama,
| cterohaemorrhagiae e Pomona.

Os sorovares mais provaveis mais fregqlentes nos catetos foram Grippotyphosa e
Hebdomadis (Tabela 6). Em estudo com 213 catetos selvagens do estado do Arizona, EUA, Corn
et al. (1987) encontraram oS seguintes sorovares em ordem decrescente: Pomona, Bratislava,
Hardjo, Autumnalis, Australis, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Ballum,
Pyrogenes e Wolffi. Em um estudo com catetos de criacbes comerciais no Peru, Mendoza et al.
(2007) verificaram uma maior frequéncia de anticorpos contra os sorovares Australis,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Tarassovi, Djasiman, Grippotyphosa,
Ballum, Canicolae Mini.

A partir dos dados da tabela 6, € possivel verificar que a maioria das exposicoes foi ao
sorovar Grippotyphosa (nove vezes apontado como o0 sorovar mais provavel). Esse sorovar jafoi
relatado em animais silvestres (SANTA ROSA et al., 1980; CORDEIRO, 1981; FAINE, 1999) e
provavelmente as infeccdes detectadas no presente estudo devem-se a0 contato com esses
animais. Logo em seguida vem o sorovar Hardjobovis (seis vezes apontado como o0 sorovar mais
provavel), seguido do Tarassovi (quatro vezes apontado como O sorovar mais provavel),
Bratisava, Butembo e Patoc (duas vezes apontado como o sorovar mais provavel), Canicola,
Shermani, Hardjoprgjitno e Hebdomadis (cada qual apontado apenas uma vez como 0 sorovar
mais provavel).

Esse resultado para Hardjobovis indica provavel contato com bovinos, seu hospedeiro
natural (FAINE, 1994; COSTA et a. 1998; RADOSTITS, 2002). Nas propriedades Guarapuava
| e I, que apresentaram animais com reacBes mais provaveis ao sorovar Hardjobovis, as
capivaras compartilhavam o piquete de alimentagdo com bovinos e as queixadas habitavam
pastagem anteriormente ocupada por essa espécie doméstica.

O sorovar Tarassovi foi quatro vezes apontado como o sorovar mais provavel em
capivaras da propriedade Trés Rios. De dois desses animais foram obtidos isolados classificados
por técnicas moleculares como L. santarosai, e por SAM com antisoros policlonais como
pertencente ao sorogrupo Tarassovi. Embora os suinos sgjam considerados os hospedeiros de
manutencdo da variante soroldgica Tarassovi (FAINE, 1994), Cordeiro et al. (1981) também
descreveram roedores e marsupiais silvestres como carreadores desse sorovar, aém dos
sorovares Grippotyphosa, Pomona, Ballum e Australis. Como os animais do presente estudo néo
tiveram contato com suinos domesticos, é mais provavel que a exposicao a esse sorovar tenha

ocorrido em funcdo do contato com animais silvestres.
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Anticorpos contra o sorovar Bratislava, considerado importante em ovinos e caprinos
(FAINE, 1994), foram encontrados em duas capivaras da criagdo de Trés Rios-RJ. Os animais
dessa propriedade apresentaram historico de ocupacdo concomitante com equinos e
posteriormente caprinos (Tabela 6). Shimabakuro (2006) encontrou anticorpos contra esse
sorovar em trés de 79 capivaras estudadas no estado de Sdo Paulo.

Duas capivaras reatoras a0 sorovar Butembo foram encontradas na propriedade Avaré-
SP. Esse sorovar apresentou predominio em capivaras de vida livre em estudo realizado na
regido de Piracicaba (NOGUEIRA et al., 1997).

Duas capivaras foram reatoras ao sorovar Patoc, uma da propriedade Avaré-SP e outra da
Guarapoava Il. Shimabukuro (2006) encontrou capivaras de vida livre no estado de S&o Paulo
reatoras ap sorovar Patoc.

Anticorpos contra o sorovar Canicola foram encontrados em apenas uma queixada
proveniente da criagdo Guarapuava-l. O sorovar Canicola tem o cdo como principal hospedeiro
de manutencdo (BOLIN, 1996). Capivaras, catetos, onga parda (Puma concolor), urso marrom
europeu (Ursus arctos), racoons (Procyon lotor), lobos (Canis lupus) e cervideos norte-
americanos ja foram relatados como reatores a esse sorovar (FOURNIER et al., 1986; CORN et
a., 1987; KHAN et d., 1991; MODRIC; HUBER, 1993; NOGUEIRA et a. 1997; MITCHELL
et a., 1999; NETO, 2006; MENDOZA et al., 2007). Assim, essa Unica infec¢do pode ter sido
decorréncia do contato com cées ou com animais silvestres.

O sorovar Shermani foi isolado pela primeira vez de um roedor silvestre (Proechimys
semispinosus) no Panama (WHO, 1967). No presente estudo, apenas uma capivara, oriunda de
Guarapuava |1, apresentou maior titulo de anticorpos contra o sorovar Shermani. De Paula
(2003) e Shimabakuro (2006) encontraram capivaras reatoras a esse sorovar.

Titulo de anticorpos mais elevado contra 0 sorovar Hardjoprajitno foi encontrado em uma
capivara da criacdo de Trés Rios-RJ. Assm como o sorovar Hardjobovis, o Hardjoprgjitno
ocorre com maior frequéncia em bovinos e ja foi relatado no Reino Unido, Nigéria, India,
Malésia, Brasil, México e EUA (AGUIAR, 2004). Nessa criagdo as capivaras compartilhavam
piquete com bovinos.

Apenas um cateto, proveniente da criagdo Mandaguagl, apresentou O sorovar
Hebdomadis como 0 mais provavel. Mendoza et al. (2007), em estudo com a mesma espécie na
Amazonia Peruana, encontraram esse sorovar em sete dos 62 catetos amostrados. Assim como

no presente estudo os titulos méaximos encontrados foram de 100.
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Pelos resultados observados em relagdo aos sorovares mais provaveis, esses animais
expuseram-se a infeccdo por leptospiras principalmente através do contato com animais
silvestres e, em menor grau, provavel mente pelo contato com bovinos, caprinos e caes.

Em relacdo as procedéncias, embora os dados ndo sgam oriundos de amostras
plangjadas, existe forte evidéncia de que nas propriedades Guarapuava l e ll, Trés Rios e Avaré,
0s niveis de exposicdo as leptospiras foram maiores que nas demais propriedades estudadas
(Tabelas 4 e 5). Além disso, em trés dessas propriedades, quais sejam Guarapuavalll, TrésRios e
Avaré, existiam capivaras, animais com comportamento aquatico e, portanto, com maior

probabilidade de exposi¢cdo ao agente.

6.3 TUBERCULOSE

Como relatado anteriormente, nenhum dos 138 animais abatidos apresentou a inspecao,
lesBes sugestivas de infeccdo por micobactérias.

Esse é 0 primeiro relato de isolamento de M. xenopi a partir de linfonodo mesentérico de
capivara, segundo consulta nas bases de dados Scopus, Pubmed e Cab Abstracts (Ovid).

Apesar da escassez de informacdo a respeito de micobacterioses em animais da fauna
silvestres brasileira, 0 isolamento de apenas uma amostra frente as 57 processadas pode estar
relacionado a baixa sensibilidade das técnicas empregadas (ROSALES-RODRIGUES, 2005),
pois 0 processo de descontaminacdo utilizado pode afetar o crescimento das micobactérias
(CORNER, 1994) e a temperatura de incubaggo utilizada foi de 37°C, sendo que a faixa de
temperaturaideal para se realizar o primo isolamento do M. xenopi é de 40 a 42°C (SNIADACK,
et a., 1993; TORKKO et a., 2000; DAUNENDORFFER et a., 2002). A inexisténcia de leséo
macroscopica sugere que esses animais infectam-se por essa espécie de micobactéria, porém a
infeccdo limita-se a porta de entrada e ndo produz doenca. O isolamento de micobactérias
atipicas ou oportunistas a partir de linfonodos sem lesdo macroscopica ja foi relatado em suinos
domeésticos (FERREIRA NETO, 1986).

Segundo Donnabella et a. (2000) o primeiro isolamento de M. xenopi foi realizado por
Schwabacher, em 1959, a partir de lesdes de um sapo (Xenopus laevis). A M. xenopi também foi
isolada de lesdo de pele de gato (TOMASOVIC et al., 1976) e em suinos a partir de linfonodos
com lesdes macroscopicas (JARNAGIN et a., 1971; THOEN et a., 1975; CORNER et al.,
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1981). Estudos no Canada apontaram que a M. xenopi € uma das micobactérias ndo-tubercul osas
mais isolada em humanos (SIMOR et a., 1984; CONTRERAS et al. 1988), sendo que infecgtes
do trato respiratorio com a presenca dessa bactéria tém sido descritas principalmente em
pacientes com doenca pulmonar crénica pré-existente (COSTRINI et al., 1981, SMITH,;
CITRON, 1983; BANKS et al. 1984; SIMOR et a. 1984; CONTRERAS et al. 1988). Em
regibes onde é relativamente comum, a M. xenopi coloniza freqlentemente pacientes
imunodeprimidos, principalmente infectados com HIV (KOIZUMI; SOMMERS., 1980;
BRIGHT, 1984; TECSON-TUMANG; FORRESTER, 1984; AUSINA, 1988; SHAFER;
SIERRA, 1992; EL-HELOU et a., 1997, DONNABELLA et a., 2000). O agente ja foi
encontrado em ambientes como fontes de agua, incluindo agua do mar, torneiras de hospital e
tanques de agua quente (BULLIN, 1970; GROSS, 1976; COSTRINI et al., 1981; WRIGHT,
1985).

A capivara é uma espécie amplamente distribuida no pais, ocupando diversos tipos de
ambientes naturais (MOREIRA; MACDONALD, 1997). Assim, provavelmente esse animal

tenha se infectado com o M. xenopi pelaingestdo de agua ou alimento contaminados.

6.4 ERISIPELA

Segundo os bancos de dados Scopus, Pubmed e Cab Abstracts (Ovid), o presente relato €
o primeiro isolamento de E. rhusiopathiae em queixada (T. pecari).

Apesar de ndo constar no Programa Nacional de Sanidade Suina, a erisipelose € uma
zoonose de carédter ocupacional, com distribuicdo mundia e de importancia econémica afetando
a Austrdlia e os continentes Europeu, Asiatico e Americano. O agente ja foi isolado em muitas
espécies de vertebrados e invertebrados, incluindo suinos, ovinos, cavalos, caes, ursos, cangurus,
gamba, cervideos, roedores selvagens, focas, ledes marinhos, cetéceos, mustelideos, esquilos,
crocodilos, jacarés, crustaceos, peixes marinhos e de &gua doce. E ainda de uma grande
variedade de aves como, peru, frango, patos, gansos, codornas, pombos, galinha-da-india,
pardais, canarios, tentilhdes, tordos, estorninhos, faisdes, pavoes, perdizes, papagaios, periquitos,
emu, urubu-rei, aguias, falcdo e cegonhas (CREECH, 1921; GLEDHILL, 1948; WOODBINE,
1950; SNEATH et al., 1951; CASTRO et d., 1967; GILMARTIN et a., 1971; MUNDAY, 1972;
HUNTER, 1974; WOOQOD, 1975; PETTIT et a, 1976; CONKLIN; STEELE, 1979; BRUNER,
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GRIFFITH, 1984; RAMSAY; BAUMEISTER, 1986; PACE et a. 1987; LONIGRO;
LAREGINA, 1988; CAMPBELL et al., 1994; MORGAN et a., 1994).

O suino doméstico é considerado o reservatOrio mais importante para E. rhusiopathiae,
pois 30 a 50% dos animais aparentemente saudaveis ou convalescentes abrigam 0 agente em
tonsilas e outros tecidos linféides, podendo eliminar o agente pelas fezes, urina, saliva e
secrecOes nasais (WOOD, 1999; RADOSTITIS et al., 2003). No presente estudo, o isolado foi
obtido de tonsilla da queixada, indicando que a infeccdo ocorreu pela ingestdo. Embora o agente
ndo tenha sido pesquisado nas secrecdes e excregdes dos animais, € possivel que haja eliminacdo
do agente pela saliva, caracterizando a queixada como reservatoério silvestre de E. rhusiopathiae.
Outros estudos devem ser encorajados para verificar essa hipotese.
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7 CONCLUSOES

. A forma de criacdo dos animais examinados tornou o risco de exposicao as brucelas lisas
praticamente negligenciavel.

. As capivaras, por serem animais com comportamento aquético e, portanto, com maior
probabilidade de exposicdo as leptospiras, apresentaram a maior fregiéncia de animais
sorologicamente reagentes, seguidas das queixadas e dos catetos.

. A maior parte das exposicoes a leptospira provavelmente decorreram do contato com animais
silvestres, pois o sorovar mais provavel mais freguente foi o Grippotyphosa.

Capivaras parecem ser pouco suscetiveis a infeccdo pelo M. xenopi, que limita-se a porta de
entrada ndo produzindo doenca. A capivara provavelmente infecta-se pelo M. xenopi através da
ingestdo de agua ou alimento contaminados.

. A condicdo de reservatorio de E. rhusiopathiae pela queixada deve ser investigada por estudos
gue visem isolar o agente de secregdes e excregoes.
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