UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

IVIDY BISON

CONTRIBUICOES PARA A EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO POR Leptospira sp.
EM ANIMAIS SILVESTRES NO ESTADO DA PARAIBA.

AREIA
2023



IVIDY BISON

CONTRIBUICOES PARA A EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO POR Leptospira sp.
EM ANIMAIS SILVESTRES NO ESTADO DA PARAIBA.

AREIA
2023

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal da
Universidade Federal da Paraiba como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal

Orientador: Prof. Dr. Arthur Willian de
Lima Brasil



Catalogagdo na publicagéo
Secdo de Catalogagdo e Classificagédo

B&22c Bison, Ividy.

Contribuicdes para a epidemiologia da infeccido por
leptospira sp. em animais silvestres no Estado da
Paraiba / Ividy Bison. - Areia:UFPB/CCR, 2023.

30 £. : il.

Orientacac: Arthur Willian de Lima Brasil.
Dissertacac (Mestrade) = UFPB/CCA.

1. Ciéncia Animal. 2. Zoonose. 3. Preguica-comum. 4.

Leptospirose. 5. Nordeste. 6. Saude unica. I. Brasil,
Arthur Willian de Lima. II. Titule.

UFPB/CCA-AREIA CDU €36.09(043.3)

Elaborado por LUCIANNA SILVESTRE DE CASTRO AZEVEDO - CRB-15/973




Republica Federativa do Brasil
Ministério da Educagdo
Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias Agrarias
Programa de Pés-Graduag¢dao em Ciéncia Animal

IVIDY BISON

CONTRIBUICOES PARA A EPIDEMIOLOGIA DA INFECGAO POR LEPTOSPIRA SP. EM ANIMAIS
SILVESTRES NO ESTADO DA PARAIBA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal. Area de Concentracdo Saude Animal
no Brejo Paraibano.

APROVADA EM 31/10/2023
BANCA EXAMINADORA

A Hon William e Dima Brean)
Prof. Dr. ARTHUR WILLIAN DE LIMA BRASIL
UFPB
Orientador

»chi& \/»uw GkaémlA Qo&-&@ &AQ&

Prof2. Dr2. MARIA LUANA CRISTINY RODRIGUES SILVA
UFCG
Examinadora

Prof. Dr. RICARDO BARBOSA DE LUCENA
UFPB
Examinador



Dedico a minha mée e ao meu pai, Eliane Spadotto e Ivo Bison, que,
mesmo com a dor da saudade, nunca deixaram de me impulsionar para
ir em frente.

Obrigada por tudo sempre.



AGRADECIMENTOS

Uma vez me disseram que o mestrado passava em um piscar de olhos, relutei em
acreditar, mas depois de um piscar de olhos, eu estou aqui, querendo voltar no tempo. E quantas
experiéncias recebi de presente, quanto ensinamento eu obtive e quantos amigos foram feitos

nesse caminho. A pesquisa, que ja era uma semente no meu coracao, o mestrado fez florescer.

Por isso, eu agradeco a Deus, por essa vida, pela protecdo e pelo cuidado dos que amo

de perto e de longe.

Agradeco ao meu orientador Arthur Willian de Lima Brasil, por me abrir portas e por
mais dois anos de parceria. Obrigada por depositar confian¢a ao meu trabalho e por me ensinar
grandiosamente valores profissionais e pessoais. Obrigada tambem pelos momentos de

otimismo nesses dois anos (foram muitos), que se tornou fundamental para a chegada até aqui.

A toda a equipe do Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres, por terem me acolhido
e por toda ajuda. Aos chefes Andrey e Alexandre, por toparem a realizacdo da minha pesquisa
e dos desdobramentos que se sucederam. Ao Sr. Heldo, pela estimulacdo a superar o0 medo de
jacarés. E em especial, gostaria de agradecer ao Médico Veterinario Glenison Dias e ao
pesquisador Audisio Alves, pela parceria nas coletas, por tantos ensinamentos acerca dos
animais silvestres, pelas risadas e pelos cafezinhos. Agradeco também as pesquisadoras Rayla,
Georgia e Ana Lucia e ao pesquisador Beto. VVocés foram essenciais para que este trabalho fosse

realizado, foi uma honra ter trabalhado com todos vocés.

Agradeco a Professora Dr. Maria Luana Cristiny Rodrigues Silva e ao Professor Dr.
Jeann Leal de Araujo pela colaboracédo, por toda a atencdo e prestatividade. Também ao Dr.

Rémulo Soares pelos ensinamentos no laboratério e pela parceria.

Agradeco a minha familia, a minha mae Eliane Spadotto, por estar sempre comigo,
mesmo do outro lado do pais. Ao meu pai, Ivo Bison, que me ensinou a amar e respeitar 0s
animais. Obrigada por sempre me incentivarem a ir além e superar os meus limites, mesmo com

tanta saudade, tudo que sou é resultado do que vocés sempre me ensinaram.

As minhas duas familias de Jo&o Pessoa, a Dayane e Lorrane, que fizeram da minha

casa um lar, em momentos felizes, em momentos tristes, minhas irmés por toda vida. E a Débora



e Jackson, que me adotaram e me ouviram chorar nestes dois Gltimos anos. Sou muito grata

pelas suas vidas e agrade¢o por nunca me deixarem sozinha.

Aos amigos que fiz durante o mestrado: Lucas, Claudio, Leticia e Maria que
compartilharam os momentos bons e ruins comigo. A minha amiga Thais, que auxiliou em
minhas coletas, na realizacdo dos exames, a manter a rotina do laboratério e ser uma excelente

companhia. Agradeco por cada momento, quero levar vocés por toda a vida.

Aos amigos do outro lado do pais, Leonardo, Felipe, Amanda, Mayara, que mesmo com

a quilometragem nédo os impediram de estar por perto.

Agradeco a Universidade Federal da Paraiba por ter me acolhido e possibilitado a

realizacdo do mestrado.

E a Coordenagéo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) do Brasil

pela concesséo do apoio financeiro, que foi fundamental para que eu chegasse até aqui.



RESUMO

As acdes antropogénicas geram danos irreversiveis a natureza, destruindo o habitat de muitos
animais silvestres. A expansdo urbana e agricola sobre areas naturais, assim como as atividades
de tréfico, vem propiciando o contato cada vez maior destes animais com 0s seres humanos,
podendo resultar na transmissdo de doencas zoondticas, tais como a leptospirose. Este trabalho
teve como objetivo caracterizar a situacdo epidemioldgica da leptospirose em mamiferos
silvestres do estado da Paraiba provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres.
Foram coletadas amostras de 90 mamiferos silvestres, sendo destes 65 animais foram colhidas
amostras de sangue, dos quais foram submetidos a analise soroldgica através do Teste de
Soroaglutinacdo Microscépica (MAT), e 34 animais que chegaram em ¢bito ou que vieram a
6bito no momento da pesquisa, onde foram colhidas de amostras de tecido obtidas através da
necropsia. Ainda, destes, em nove animais foi possivel a obtencdo de ambas amostras, 0s quais
vieram a Obito no periodo da realizacdo da pesquisa. Os fragmentos de necropsia foram
encaminhados para a caracterizacdo molecular, através da PCR. No exame sorologico, nove
(13,8%) animais apresentaram sororeatividade, e anticorpos contra seis sorovares foram
encontrados. Anticorpos contra o sorovar Pomona foi identificado em trés animais (3/9),
seguido do sorovar Hebdomadis, Gryppotyphosa, Pyrogenes, Patoc e Shermani. Foi
identificado pela primeira vez anticorpos contra a Leptospira spp. em Sapajus spp. na Paraiba.
Na analise molecular, dos 34 animais, 12 (34,3%) tiveram amplificacdo de DNA da Leptospira
sp. para LipL32 em pelo menos um 6rgéo coletado. Foram identificadas seis preguicas positivas,
onde quatro tiveram DNA de Leptospira sp. em encéfalo. Espécies patogénicas estdo
circulantes na fauna silvestre da Paraiba, a monitorizacao e a realizacdo de outros estudos séo
necessarios para compreender o papel desses animais na epidemiologia da leptospirose.

Palavras-Chave: zoonose; preguica comum; leptospirose; nordeste; satde Unica.



ABSTRACT

Anthropogenic actions generate irreversible damage to nature, destroying the habitat of many
wild animals. Urban and agricultural expansion into natural areas, along with trafficking
activities, have increased the contact between these animals and humans, potentially resulting
in the transmission of zoonotic diseases such as leptospirosis. This study aimed to characterize
the epidemiological situation of leptospirosis in wild mammals from the state of Paraiba,
sourced from the Center of Wild Animal Triage. Samples were collected from 90 wild
mammals, with blood samples obtained from 65 animals subjected to serological analysis using
the Microscopic Agglutination Test (MAT). Additionally, samples were collected from 34
animals that either arrived deceased or succumbed during the research, and these underwent
necropsy for tissue sample collection. Of these, nine animals yielded both types of samples and
passed away during the study period. Necropsy fragments were sent for molecular
characterization through PCR. In the serological examination, nine (13.8%) animals exhibited
seroreactivity, with antibodies against six serovars identified. Antibodies against the Pomona
serovar were found in three animals (3/9), followed by Hebdomadis, Gryppotyphosa,
Pyrogenes, Patoc, and Shermani. This study identified, for the first time, antibodies against
Leptospira spp. in Sapajus spp. in Paraiba. In the molecular analysis, 12 out of 34 animals
(34.3%) showed DNA amplification of Leptospira sp. for LipL32 in at least one collected organ.
Six positive sloths were identified, with four having Leptospira sp. DNA in the brain.
Pathogenic species are circulating in the wildlife of Paraiba, and monitoring along with further
studies are necessary to understand the role of these animals in the epidemiology of
leptospirosis.

Keywords: zoonosis; sloth; leptospirosis; northeast; one health.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A Organizagdo Mundial de Saude define zoonose como qualquer enfermidade de
origem animal que seja naturalmente transmitida ao ser humano, podendo sua propagacao
ocorrer tanto através do contato direto quanto indireto com animais domésticos, animais de
producéo e animais silvestres (OMS, 2020). As zoonoses se tornaram um problema aos sistemas
de salde, uma vez que sdo responsaveis por grande parte das afeccGes que atingiram a
populacdo humana nas Ultimas décadas, exigindo simultaneamente o controle das zoonoses
existentes e o enfrentamento do surgimento de novas doencgas e formas de infeccdo (Taylor;
Lathan; Woolhouse, 2001; Ellwanger; Chies, 2021; Stephens et al., 2021)

Neste contexto, a compreensdo do conceito de saude Unica tem adquirido crescente
relevancia para atuacdo nas estratégias voltadas a prevencdo e ao controle das doencas
zoondticas (Shaheen, 2022). Nos ultimos anos, essa abordagem tem ganhado ainda mais
notoriedade, especialmente devido a pandemia do COVID-19, onde a suspeita da possivel
origem da infeccdo ocorreu pelo consumo de um animal silvestre em um ambiente de venda de

subprodutos animais (Gaviria; Martin, 2023).

Os animais silvestres desempenham papel importante na transmissdo e manutencéo de
diversas doencas aos seres humanos. As acdes antropogénicas e aproximacao destes animais ao
perimetro urbano, além do crescimento da atividade do trafico de animais, tornam a populacéo
susceptivel a adquirir inGmeras zoonoses. (Tazerji et al., 2022). Adicionalmente, atividades que
envolvam o contato com animais silvestres ligadas a profissdes ou recreacdo, como veterinarios,
tratadores de zooldgicos e centros de reabilitacdo, fazendeiros, cacadores, pescadores,
nadadores, entre outras atividades, também podem contrair a doenga por maior exposicao.
(Zele-Vengust et al., 2021)

Dentre as enfermidades transmitidas por animais silvestres, a leptospirose se destaca
como uma doenca reemergente de relevancia global, com grande impacto na satde publica
(Cilia et al., 2021). A Leptospira sp. ja foi identificada em grande variedade de animais de vida
livre, incluindo répteis, anfibios, aves e principalmente mamiferos silvestres (Jobbins;
Alexander, 2015; Fernandes et al., 2020; Zele-Venguét et al., 2021).

No Brasil a doenca é frequentemente encontrada em animais de estimacao e animais de
producdo, destacando a perda econbmica substancial na bovinocultura, ovinocultura e

caprinocultura (Fornazari et al., 2018). Na Paraiba, localizada no nordeste do pais, a prevaléncia
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de cées sororeativos é considerada alta em varias cidades do estado (Brasil et al., 2018;
Bernardino et al., 2021). Os cdes possuem papel importante na cadeia epidemioldgica da
leptospirose, visto que sdo animais proximos da populagdo e que podem carrear sorogrupos que
levam a uma potencial infeccdo aos seres humanos. Muitos desses animais séo criados com
acesso a rua, tendo contato com animais sinantropicos e silvestres, sendo exposto e também

podendo disseminar a Leptospira sp. (Bernadino et al., 2021).

J& em animais de producdo, ha uma positividade alta para a Leptospira sp. em bovinos,
ovinos e caprinos no estado, com maior concentracao de casos na regido semiarida (Barnabé et
al., 2023; Pimenta et al., 2019). Nestes animais a doencga causa principalmente diminuicdo da
performance reprodutiva, como casos de infertilidade e aborto, gerando perda econdmica. Em
fetos de ovelhas de um matadouro publico da cidade de Patos, ja foi identificado DNA de
Leptospira sp. em variados 0rgdos, mostrando a transmisséo vertical nestes animais (Nogueira
et al., 2020).

No Nordeste os animais sdo frequentemente criados em modo extensivo ao pasto, perto
de éareas de floresta, coabitando com diversos animais silvestres, muitos reservatorios da
Leptospira sp. ja conhecidos do meio livre. (Campos et al., 2017). No meio rural, pessoas
envolvidas na criacdo destes animais, tais como fazendeiros e veterinarios, sdao 0s mais
susceptiveis a doenca, assim como trabalhadores de frigorificos que manipulam tecidos e

orgaos destes animais (Delgado et al., 2022; Galan et al., 2021).

Em vista disso, a leptospirose representa uma relevante zoonose que demanda atencao
no ambito da satide plblica, necessitando de monitoramento constante. E notavel a escassez de
estudos voltados para a saude de animais silvestres, os quais devem ser devidamente
considerados. Essa lacuna ganha importancia, sobretudo devido a crescente proximidade entre
esses animais e seres humanos, se tornando um alerta a populacdo para desencorajar a busca

por esses animais, principalmente diante do comércio ilegal.

Esta dissertagdo é composta por um capitulo, contendo o artigo “Leptospira sp em

mamiferos silvestres da Paraiba”.
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2. CAPITULO I - Leptospira sp. EM MAMIFEROS SILVESTRES DA PARAIBA!

Ividy Bison?, Audisio Alves da Costa Filho 2, Glenison Ferreira Dias 2, José Romulo Soares
dos Santos 2, Jeann Leal de Aradjo!, Maria Luana Cristiny Rodrigues da Silva*, Sergio
Santos de Azevedo #, Roberta Nunes Parentoni 3, Arthur Willian de Lima Brasil .

'Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia Animal - Universidade Federal da Paraiba
2Centro de triagem de animais silvestres (CETAS — PB-IBAMA)
3Instituto de Pesquisa em Farmacos - Universidade Federal da Paraiba

* Programa de pds-graduagdo Ciéncia e Saide Animal — Universidade Federal de Campina
Grande

2.1 RESUMO

A urbanizacgéo e o crescimento agricola sobre areas naturais, assim como o trafico de animais,
tém propiciado 0 aumento no contato entre 0s animais silvestres e 0s seres humanos, o que pode
resultar na transmissao de doencas zoondticas, como a leptospirose. Objetivou-se a realizacéo
da caracterizacdo sorologica e molecular de mamiferos silvestres para a leptospirose, através
do Teste de Soroaglutinagdo Micrdscopica (MAT) e da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), respectivamente. Foram colhidas de 90 espécies amostras, sendo destas 65 de amostras
sanguineas e 34 fragmentos de tecidos obtidos atraves da necropsia de animais que vieram a
Obito no momento da realizacdo da pesquisa. Nove animais passaram por ambas as coletas. Foi
encontrada a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em 9 (13,8%) dos 65 animais
avaliados. E relatado pela primeira vez a deteccio de anticorpos anti-Leptospira em Sapajus
spp. Na avaliacdo molecular 12 (34,3%) dos 34 animais tiveram amplificacdo de DNA em pelo
menos um 6rgdo submetido para analise. Destes oito preguicas-comuns (Bradypus variegatus)
avaliadas foram positivas para o gene LipL32 nos érgéaos provenientes de necropsia, sugerindo
papel como potencial reservatorio da doenca em vida livre. Também foi identificado a presenca
de DNA da Leptospira sp. em encéfalo de preguicas e gatos-mouriscos (Herpailurus
yagouaroundi). A circulacdo de espécies patogénicas na fauna exige monitoramento frequente
das espécies silvestres, uma vez que esses animais estdo cada vez mais proOXimos aos seres
humanos.

2.2 INTRODUCAO

Os animais silvestres desempenham o papel de reservatorio em inimeras doencas e sua
aproximacao com os humanos e animais domeésticos podem ocasionar transmissdo de zoonoses,
com aparecimento de novas formas de apresentacdes de doencas, ocorréncia e patogenicidade

(Zele-Vengust et al., 2021). Neste contexto, o contato cada vez mais frequente da populagio

Artigo submetido a revista Animals
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com animais silvestres é um alerta para satde publica e deve ser constantemente monitorado
(Tajerzi et al., 2022).

Entre as afeccbGes de carater zoonotico, a leptospirose é uma importante doenca
bacteriana reemergente e negligenciada, que atinge animais domésticos, silvestres e 0 homem
(Zhang et al., 2019). Seu agente etiolégico é a bactéria Leptospira sp., dividida em 68
espécies e mais de 300 sorovares (Arent et al., 2022; Vincent et al.,2019). A transmissdo da
leptospirose ocorre pelo contato direto e indireto a urina de animais infectados, onde o agente
pode transpor a pele lesada e integra. Outras formas de transmissao ja foram identificadas, como
a ingestdo de alimentos ou dgua contaminada e pela via sexual, como apresentado em bovinos
de producéo (Picardeau, 2017; Loureiro & Lilenbaun, 2020).

Em animais silvestres as manifestacdes clinicas da leptospirose se apresentam
semelhantes as que ocorrem em animais domésticos, podendo incluir ictericia, caquexia,
hepatite, nefrite, areas hemorragicas multifocais em orgdos como coragédo, pulmdes, figado,
entre outros 6rgdos, infertilidade ou aborto, podendo evoluir para obito (Cilia et al., 2021 —
Huber et al., 2023). No entanto, uma questéo significativa relacionada aos animais silvestres é
gue muitos destes ndo apresentam sintomas da doenca. Isso desencadeia preocupagéo, uma vez
que a auséncia de sinais clinicos se torna um fator determinante para a infeccdo de individuos

que manipulam esses animais (Sousa et al., 2020).

O diagndstico da doenca é realizado a partir de diferentes métodos, sendo o teste
soroaglutinacdo microscopica (MAT), método preconizado pela Organizacdo Mundial de
Saude (Faine et al., 1999), que detecta anticorpos contra a bactéria Leptospira sp.. Outros
exames que podem ser realizados para diagnéstico direto sdo a histopatologia, que consegue
identificar as lesGes causadas pelo agente e a caracterizagdo molecular para identificacdo da
espécie (Rodamilans et al., 2020- Sykes et al., 2022). O diagndstico da leptospirose tem maior
confiabilidade quando utiliza mais de um teste e considera mdultiplos fatores, como a

epidemiologia do local (Philip et al., 2020).

Com intuito de monitorar a leptospirose, visto que o melhor conhecimento da doenca
na fauna silvestre é importante para realizacao do controle e profilaxia da afeccdo nos humanos
e animais, sdo necessarios estudos de investigacdo epidemioldgica, com a tipificacdo do agente
Leptospira sp. envolvido, com o propdsito de mensurar o impacto e alertar as possiveis

consequéncias da interacdo entre 0os humanos, animais domésticos com animais de vida livre.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Area de estudo e procedéncia das amostras
Os animais silvestres do estudo foram capturados em agdes de resgate e apreensdo,
advindos ou ndo do trafico animais de silvestres, pelo batalhdo especial de policia militar

ambiental do estado da Paraiba e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA), de todo estado da Paraiba. Em seguida, foram conduzidos ao
Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) em Cabedelo, Paraiba, localizado no
fragmento de mata atlantica com cerca de 103ha (ICMbio), para receberem tratamento e

cuidado até a reintrodugdo na natureza ou destinagdo ao zooldgico.

2.3.2 Animais e amostras biologicas

2.3.2.1 Coleta de sangue

Foram colhidas 65 amostras sanguineas de 13 espécies distintas, a saber, 24
Macacos-prego (Sapajus spp.), nove saguis (Callithrix jaccus), sete tamanduds-mirim
(Tamandua tetradactyla), cinco preguicas-comum (Bradypus variegatus), cinco timbus
(Didelphis albiventris), trés cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), trés guaxinins (Procyon
cancrivorus), s quatis (Nasua nasua), s ouricos-cacheiros (Coendou prehensilis), s gatos-
mourisco (Herpailurus yagouaroundi), um tatu-peba (Euphractus sexcinctus), um tatu galinha
(Dasypus novemcinctus), e uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris). O local de puncéo
venosa variou entre as espécies, sendo acessadas as veias cefalicas, caudais laterais e medial,
femoral e jugular. A quantidade de sangue coletada variou de acordo com o porte do animal,
visando a obtencdo de 2mL em cada coleta. Apds a realizacdo da coleta as amostras foram
centrifugadas e armazenadas no laboratério de analises clinicas do CETAS e enviados para

andlise soroldgica.

2.3.2.2 Coletas de tecidos
As amostras teciduais foram obtidas por meio de necropsia em 34 animais
distribuidos em 12 espécies de mamiferos silvestres, sendo nove saguis (Callithrix jaccus), oito
preguicas-comuns (Bradypus variegatus), cinco timbus (Didelphis albiventris), s ouri¢cos-
cacheiros (Coendou prehensilis), s tamanduds-mirim (Tamandua tetradactyla), s gatos-
mouriscos (Herpailurus yagouaroundi), um macaco-prego (Sapajus spp.), uma cutia
(Dasyprocta leporina), um cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), um tatu peba (Euphractus

sexcinctus), uma capivara (Hydrochoerus hydroachaeris) e um tatu-galinha (Dasypus



15

novemcinctus). A identificacdo, historico e descri¢do de lesdes macroscopicas foram anotadas
na ficha de necropsia. Dos animais Tamandué-mirins (n=2), timbus (n= 2), preguicas comuns
(n=2), capivara (n= 1), tatu galinha (n= 1), foi possivel colher amostras de sangue e amostras
de tecidos uma vez que esses animais vieram a 6bito semanas depois da chegada no CETAS no

periodo da realizacdo da pesquisa.

2.3.3 Diagndstico soroldgico

A detecgé@o de anticorpos anti-Leptospira spp., foi feita pelo teste de soroglutinacao
microscopica (MAT). Foram utilizados como antigenos 19 sorogrupos a saber, Australis,
Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogene, Semaranga, Serjoe,
Shermani e Tarassovi. O diagnostico soroldgico foi feito em duas etapas: triagem e
determinagcdo de titulo de anticorpos. Na triagem todas as amostras sorologicas foram
desafiadas para os 19 antigenos adotando o ponto de corte 1:100. Os soros reagentes foram
novamente testados para a determinacdo do titulo final de aglutininas anti-Leptospiras,
efetuando-se diluicGes seriadas em escala geométrica de razdo ate o titulo de 1:3200. O titulo
final foi determinado pela reciproca da maior diluicdo que apresentou pelo menos 50% de
leptospiras aglutinadas (FAINE et al.,1999). As analises foram realizadas no Laboratorio
Multiusuario do Departamento de Morfologia da Universidade Federal da Paraiba em Jodo

Pessoa, Paraiba.

2.3.4 Identificacdo molecular de Leptospira sp.

Para os animais que vieram a 6bito, foi realizada a deteccdo molecular de Leptospira
sp. a partir dos fragmentos de tecido colhidos na necropsia que foram congelados e enviados
ao Laboratério de Doencgas Transmissiveis da Universidade Federal de Campina Grande.
Foram colhidos fragmentos de figado, rim, bexiga, pulmdes, coracao, sistema nervoso central,
Gtero e gbnadas. A extracdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit DNeasy® Blood
& Tissue (Qiagen) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi feita de acordo com protocolo de Stoddard et al. (2009) utilizando

o primer especifico lipL32, gene encontrado apenas em leptospiras patogénicas.
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2.3.5 Aprovagdo de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio), mediante autorizacdo emitida pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo da Biodiversidade (SISBIO), sob o nimero de registro 83589-2. Ainda, seguindo
os Principios Eticos da Experimentacio Animal do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo animal (CONCEA), foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba. Numero de protocolo: 8156061022.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi identificada uma prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. de 13,8% (9/65)
para 0s animais avaliados. As espécies animais reagentes, 0s sorogrupos e o titulo de anticorpos
estdo apresentados na tabela 1. Os titulos de anticorpos variaram entre 100 e 3200 para 0s
sorogrupos Pomona (3/9), Hebdomadis (2/9), Grippothyphosa (1/9), Shermani (1/9), Patoc
(1/9) e Pyrogenes (1/9).

Os primatas do género Sapajus spp. foram a espécie com maior nimero de individuos
positivos no MAT representando 55,5% (5/9) dentre todos 0s animais reagentes. Esse género
que até 2012 foi descrito como Cebus (ALFARO et al., 2012), tem sido relatado como reagente
para leptospirose em alguns estados do Brasil tanto em animais de cativeiro (Ferreira et al.
2011) quanto em animais de vida livre (Girio et al., 2021) reagindo principalmente para 0s
sorovares Patoc, Icterohemorrhagiae, Canicola e Autumnalis.

O presente estudo relata os primeiros casos de primatas do género Sapajus spp.
reagentes para infecdo por Leptospira sp. da Paraiba. Além dos primatas, um timbu (D.
albiventris) reagiu a0 sorogrupo Pomona, com alta titulacdo de anticorpos 1:3200. A
transmissdo do sorovar dos suinos as duas espécies pode estar relacionada a coabitacdo do
mesmo ambiente, que eleva as chances de compartilharem a mesma fonte de alimento e de
reservatorios de agua (Arent et al., 2017). Estes animais podem ter acesso a cria¢des de suinos
domésticos ou a suinos de vida livre, como javalis e porcos do mato, tendo chance de serem
expostos ao sorovar Pomona (Bartelloni et al., 2020). E importante destacar que 0 sorogrupo
Pomona é reconhecido por causar doenca em humanos (Browne et al., 2022), com isto esses
animais podem atuar de forma relevante na epidemiologia da transmissdo da
leptospirose principalmente os primatas que eventualmente sé@o adotados como animais de

estimagéo (Norconk et al., 2019).
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Tabela 1. Numero de mamiferos silvestres e suas respectivas espécies reagentes na pesquisa de
anticorpos anti-Leptospira sp. de acordo com o sorogrupo e o titulo de anticorpos provenientes do estado
Paraiba, Brasil, no periodo de 2022 a 2023.

. Titulo MAT
Animal Sorogrupo Total

100 200 400 800 1600 3200

Pomona - - - - 2 - 2

Macaco — Prego (Sapajus spp.)
Gryppotyphosa - - - - 1 - 1
Patoc - - 1 - - - 1
Hebdomadis - - - -1 - 1
Timbu (Didelphis albiventris) Pomona - - - - - 1 1
Tamandua-mirim (Tamandua Shermani ... 1

tetradactyla)
Cachorro-do-mato (Cerdocyon Hebdomadis o i 1 1
thous)
1
Sagui (Callithrix jaccus) Pyrogenes i - -

Total de animais positivos: 9

A capacidade de adaptacdo dos didelphideos a diferentes habitats propicia o seu
aparecimento dentro do perimetro urbano, principalmente a peridomicilios, em busca de
alimentos e de abrigo (Cantor et al., 2010). Na Paraiba, o D. albiventris, € comumente visto em
pracas, parques e locais arborizados onde ha a circulacdo de seres humanos (Araujo; Moreira,
2020). Além da leptospira, esses animais ja foram relatados como reservatorios de diversas

doencas zoonoticas (Bitencourt; Bezerra, 2022).

Anticorpos contra os sorovares Grippothyphosa e Hebdomadis ja foram identificados
em animais silvestres de vida livre (Browne et al., 2022; Shynia et al., 2022). Neste estudo, trés
animais, sendo s macacos-pregos (Sapajus spp.) (2/24) e um cachorros-do-mato (C. thous) (1/3)
apresentaram-se reagentes aos sorovares. Em foco aos cachorros-do-mato, ja foram relatados
animais com anticorpos contra sorovares de Leptospira sp., como no estudo de Vieira et al.

(2016) em mamiferos silvestres do pantanal e de Padilha et al. (2021) no sul do Brasil. A
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densidade populacional de cachorros-do mato é abundante dentro da natureza, o que propicia
maior probabilidade de contato com outros animais, além de também compartilharem fontes de
agua com animais domésticos, como no caso dos bovinos, que também séo reagentes ao sorovar
Hebdomadis (Magalhées et al., 2020), entretanto, pouco se sabe sobre o papel do cachorro-do-

mato na cadeia epidemioldgica da leptospirose, principalmente no Nordeste do Pais.

Um estudo recente de Medeiros et al. (2022) identificou que o sorogrupo Hebdomadis
compartilha informacdes genéticas semelhantes ao sorogrupo Sejroe, sendo assim héa
possibilidade de reacdo cruzada na identificacdo de anticorpos. Assim como no presente
estudo, o sorogrupo Sejroe ja foi identificado anteriormente em cachorro-do-mato, o que reforca
que os canideos continuam tendo contato, possivelmente pela proximidade com o principal

reservatorio de ambos sorogrupos, os bovinos (Vieira et al., 2013).

Um Tamandua-mirim foi identificado com anticorpos contra o sorogrupo Shermani
neste estudo. Na Paraiba ja foi relatado por Sousa et al. (2020), um surto de leptospirose em
Tamandués-mirim no Parque Zoobotéanico Arruda Camera em Jodo Pessoa, mostrando que séo
animais predisponentes a desenvolver a forma severa da leptospirose, que leva o animal a obito.
Os tamanduas podem ter contato com roedores ou compartilhar fontes de agua com animais
reservatorios, tanto em cativeiro quanto no meio livre, podendo aumentar a chance de contato

com a Leptospira spp.

O sorogrupo Shermani pertence a espécie L. santarosai, considerada patogénica. Além
do tamandua-mirim, outros mamiferos de vida livre ja foram identificados com anticorpos
contra o agente, tais como roedores e marsupiais (Fornazari et al., 2018; Albuquerque et al.,
2017). Este sorogrupo também pode ser encontrado em mamiferos domésticos no Brasil, como

bovinos, equinos e suinos (Rizzo et al., 2022; Rocha et al., 2022).

A alta titulacdo de anticorpos foi encontrada em oito (8/9) animais positivos (>1:400).
A titulacdo de >1:100 em regides endémicas considera animais domésticos positivos para a
leptospirose, existindo a possibilidade de uma infec¢éo ativa, com o desenvolvimento da doenca
e disseminacdo do agente no ambiente (Reagan; Sykes, 2019). Os animais avaliados neste
estudo ndo apresentaram sinais clinicos sugestivos de leptospirose, o que leva a um alerta, pois,
caso a infeccdo estivesse ativa nesses animais, ndao teria sido reconhecida pela equipe
responsavel por eles.

Em relacdo a analise molecular dos tecidos, realizado pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), 12 (34.3%) dos 34 mamiferos silvestres, tiveram amplificagdo de DNA para
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Leptospira sp. em pelo menos um 6rgdo obtido através da necropsia, como demonstrado na
Tabela 2. Entre os animais positivos pelo alvo LipL32 estdo: trés saguis (Callithrix jaccus)
(3/9), seis preguicas comuns (Bradypus variegatus) (6/8), s gatos-mouriscos (Herpailurus

yagouaround) (2/2) e uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) (1/1).

Tabela 2 Caracterizacdo molecular de amostras teciduais de mamiferos silvestres provenientes do
estado Paraiba, Brasil, no periodo de 2022 a 2023. Porcentual de animais positivos em cada fragmento
submetido para realiza¢do do PCR.

Amostra Orgéo LipL32 %
Rim (ambos os lados) 1/3 33,3%
Bexiga urinaria 1/3 33,3%
Figado 1/3 33,3%
Sagui (C. jaccus) Pulméo 1/3 33,3%
Coracdo 1/3 33,3%
Utero 1/3 33,3%
Gonada 2/3 66,6%
Rim (ambos os lados) 6/6 100%
Bexiga urinéria 6/6 100%
Preguica comum (B. Figado 6/6 100%
variegatus) Pulméo 6/6 100%
Coracdo 6/6 100%
Encéfalo 4/6 66,6%
Rim (ambos os lados) 212 100%
Bexiga urinéria 2/2 100%
. Figado 1/2 50%
Gato-Mourisco (H(.j Pulméo 12 50%
yagouaround) Coragéo 1/2 50%
Encéfalo 212 100%
Gonada 1/2 50%
. . Rim (ambos os lados) 1/1 100%
Capivara (H. hydrochaeris) Coragdo U1 100%

Os bichos-preguicas (Bradypus spp.) exibem um comportamento notavelmente pacifico
e sdo frequentemente considerados como animais carismaticos, um fator crucial que estimula o
interesse humano em interagir, e em alguns casos, até mesmo criar esses animais (Andrade;
Medeiros; Chiarello, 2020). E comum avista-los no ambiente urbano, embora, como animais

pertencentes a areas de matas preservadas, estejam progressivamente perdendo seus habitats
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naturais (Pedrosa; Castro; Rocha, 2021). Quando se encontram em situacdes de perigo, como
em vias de transporte publico, isso suscita uma crescente preocupagdo na populacédo em relagdo
a sua preservacao, levando muitas vezes as pessoas a tentarem resgata-las, frequentemente sem
a devida protecéo.

O ponto crucial neste estudo foram as oito preguigas-comuns analisadas (B. variegatus),
onde seis apresentaram amplificacdo de DNA leptospirico (85,7%) dos 6rgaos submetidos a
técnica de PCR. Estudos com leptospirose em preguica sao escassos, no Brasil Lilenbaum et al.
(2002) avaliou s bichos-preguicas na cidade do Rio de Janeiro (RJ) utilizando o MAT,
entretanto as duas ndo foram reagentes, divergindo, no presente estudo, utilizando a técnica
molecular, 75% das preguigas-comuns foram identificadas com DNA de Leptospira sp. em seus
orgaos. Neste estudo também foi utilizado a sorologia, sendo duas preguigas-comuns também
encaminhadas a caracterizacdo molecular, a qual ndo se mostraram reagente ao MAT, mas
positivaram pelo PCR, corroborando com o estudo de Fernandes et al. (2020), que reforca a
utilizacdo de mais de um teste para identificagdo de animais positivos, destacando-se a técnica

molecular pela sua alta sensibilidade e especificidade.

Este trabalho sugere que as preguigcas-comuns podem ser potenciais reservatorios do
agente Leptospira sp. no meio silvestre e a presenca em 6rgdos como rins e bexiga pode indicar
que estes animais também fazem a eliminacgéo da bactéria pela urina para o ambiente. Esse dado
deve servir de alerta para a manipulacdo destes animais, visto que ha cada vez mais chances de

contato com animais domésticos e o ser humano.

Nas preguicas-comuns também foram identificados em quatro animais positivos o gene
LipL32 em encéfalo, assim como em s gatos-mouriscos (H. yagouaround). Em timbus (D.
albiventris) ja foram relatados DNA leptospirico em sistema nervoso central (SNC) (Fernandes
et al., 2020). No entanto, relatos de infeccdo por leptospira em sistema nervoso sdo mais
frequentes em seres humanos (Nguyen; Chimunda, 2023; Lata et al., 2022; Almeida; Sazaki;
Cabrera, 2022). A disseminacdo e colonizacdo da Leptospira sp. em 6rgdos como o encéfalo
ndo foi elucidada, mas em animais acredita-se que € necessario um periodo prolongado de
infeccdo para que o agente consiga ultrapassar a barreira hematoencefalica (Ajayi; Antia;
Oladipo, 2021).

Em gatos-mouriscos (H. yagouaround) outros 6rgaos também tiveram amplificacdo de
DNA de Leptospira sp. Um estudo de um felino da mesma familia ja foi relatado sororeativo a
infeccdo por leptospira, Brasil et al. (2013) identificou em uma jaguatirica (Leopardus pardalis)

do Parque Zoobotanico Arruda Camera na Paraiba anticorpos contra o sorovar
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Icterohaemorrahgiae, comumente encontrando em pequenos roedores. Os felinos de vida livre
sdo eximios cacadores e os roedores sdo a sua principal fonte de alimentacdo, além de também

serem expostos a areas alagadicas contaminadas com o agente.

E necessario destacar também que trés saguis (C. jaccus) (3/9 - 33,3%) apresentaram
amplificacdo de DNA em seus 6rgdos. O Utero, o testiculo e o ovario se incluem, um positivo
em cada animal avaliado. A transmissao pela via sexual ja foi sugerida em caprinos por Soares
et al. (2023) e Rocha et al. (2022) assim como em bovinos por Barnabé et al. (2023) na Paraiba,
ja em animais silvestres um estudo feito por Cilia et al. (2020) em javalis identificou em
amostras de testiculo, Utero, placenta e de fetos a presenca de DNA leptospirico, sugerindo que

estes animais também sdo capazes de transmitirem o agente através da via venérea.

Né&o é possivel identificar se 0 mesmo ocorre com 0s saguis, mas a possibilidade desta
transmisséo e animais que possuem positividade para o alvo LipL32 em rins e bexiga pode
também ser uma preocupacdo para a populacdo, ja que estes animais estdo amplamente
difundidos dentro das cidades, devido as interferéncias em seu habitat (Andrade, 2021). Muitos
desses animais sdo severamente acometidos por acidentes como atropelamento e choque
elétrico (Rodrigues; Martinez, 2014), precisando de atendimentos em centros reabilitacdo ou

clinicas especializadas, podendo expor a médicos veterinarios e tratadores a Leptospira spp.

As capivaras (H. hydrochaeris) sdo reservatorios da Leptospira sp. e é reconhecido que
grande parte dos animais livres da natureza estéo infectados (Albuquerque et al. 2017). A Unica
capivara avaliada neste estudo ndo foi reagente ao MAT, no entanto ao realizar a caracterizacéo
molecular, o coracéo e 0s rins desses animais foram positivos para o alvo LipL32. Assim como
em outras cidades do pais (Serra-medeiros et al., 2021), algumas capivaras podem ser vistas
circulando dentro do ambiente urbano de Jodo Pessoa, proximo aos fragmentos de Mata
Atlantica ainda conservados e do principal rio que atravessa a cidade, o Rio Jaguaribe, onde
populacdes de baixo poder aquisitivo se alocam em areas de ocupacdes irregulares na beira das
margens fluviais (Santos, 2016). Esta situacdo traz consigo um potencial risco para a populacéo
da cidade, sobretudo para os grupos mais vulneraveis, devido ao fato de as capivaras atuarem

como hospedeiras do patdgeno Leptospira sp.
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2.5 CONCLUSAO

Constatou-se que espécies patogénicas de Leptospira spp estdo circulantes na fauna de
mamiferos silvestres apreendidos na Paraiba o que torna mais relevante o papel de
monitoramento frequente de espécies silvestres, uma vez que esses animais vém perdendo seu
habitat natural, devido a urbanizacao e o crescimento agricola, e estdo mais préximos dos seres
humanos.

Além disso, a alta casuistica de preguicas-comuns com DNA da Leptospira sp., em
varios tecidos sugere que esses animais podem ser reservatorios da doenca e eliminar o agente
através da urina. Estudos referentes ao papel da transmissdo da Leptospirose por esses animais
precisam ser realizados a fim de compreender a epidemiologia da doenca na regido.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A leptospirose € uma importante doenga zoonotica presente em todos 0s meios,
inclusive o silvestre. A identificacdo de espécies patogénicas de Leptospira spp. em animais
silvestres é fundamental para monitorar novos hospedeiros e formas de infeccdo. Este trabalho
identificou em diferentes espécies silvestres da fauna a presenca de anticorpos ou do DNA para
Leptospira spp., 0 que serve de alerta para quem procura estes animais para atividades ilegais,
tais como a venda para criacdo e consumo. Pela destruicdo de seus habitats, causada pela a¢éo
humana e pela disponibilidade de alimentos, esses animais tém sido cada vez mais avistados
em éareas urbanas, resultando em acidentes envolvendo veiculos e ataques de animais
domésticos a animais selvagens, além de representar um risco de transmissdao de doencas aos
seres humanos. Também alerta para ocupacdes que podem ter um maior contato com animais
silvestres, como veterinarios, tratadores, biélogos e outros, onde a utilizacdo de equipamentos
de protecao individual (EPI) é fundamental para reduzir a exposicdo a Leptospira sp. e outros
agentes zoonoticos. Deve-se incentivar estudos visando a compreenséao do papel dos mamiferos
silvestres na cadeia epidemioldgica da leptospirose, incluindo a investigacdo de seu papel e dos
mecanismos do patdgeno nesses animais, para implementacdo de estratégias eficazes na

prevencdo e no controle da doenca.
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