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DETECQAO SOROLOGICA DA LEPTOSPIROSE, TOXOPLASMOSE E
LEISHMANIOSE EM TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus) DE VIDA LIVRE.
FERNANDES, Werona de Oliveira Barbosa. Deteccdo sorologica da leptospirose,
toxoplasmose e leishmaniose em tatus-peba (Euphractus sexcinctus) de vida livre. 2015.
79f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Sanidade Animal). Programa de P0s-
graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA),
Mossord-RN, Brasil. 2015.

RESUMO: O aumento do contato entre a populacdo humana e doméstica com o0s
animais silvestres tem contribuido para disseminar agentes infeciosos na vida selvagem,
aumentando assim, 0s riscos de transmissdo das zoonoses. O numero de enfermidades ja
relatadas nas diferentes espécies de tatus é muito alta. Acredita-se, portanto, que o E.
sexcinctus possa atuar como reservatorio de uma série de doencas, muitas delas ainda
ndo confirmadas para espéecie. Isso ocorre por esta espécie apresentar diversas
caracteristicas compativeis com a manutencdo dos agentes na natureza, tais como, suas
caracteristicas fisioldgicas, ampla distribuicdo, partilhar suas tocas com outras espécies
e manter contato direto com o homem e animais domésticos. Com isso, este estudo
objetivou detectar, a partir de diferentes técnicas soroldgicas, a presenca de anticorpos
anti-Leptospira spp., anti-Toxoplasma gondii e anti-Leishmania infantum nos tatus-
peba, de vida livre. Para tanto, foram utilizados 33 tatus da espécie Euphractus
sexcinctus, de ambos os sexos e variadas idades provenientes da cidade de Mossoroé-
RN. Dos 33 animais submetidos as analises soroldgicas, 2/33 (6,06%) foram positivos
para leptospirose. Um deles reagiu para o sorovar Canicola (200) e outro para o sorovar
Andamana (200). Para a pesquisa de toxoplasmose, 2/33 (6,06%) apresentaram
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, todas apresentando titulo igual a 400. Em relacéo a
leishmaniose, 3/33 (9,09%) animais foram reativos para o antigeno L. infantum, todos
apresentando titulo de 320. Esta foi a primeira evidéncia de anticorpos anti-Leishmania
infantum em Euphractus sexcinctus ja descrita. A partir do presente estudo, foi possivel
confirmar a real possibilidade destes aninais atuarem como portadores de agentes com
potencial zoondtico.

Palavras-chave: Euphractus sexcinctus; zoonoses; sorologia; Toxoplasma gondii;
Leptospira spp.; Leishmania infantum



DETECTION OF ANTI-LEPTOSPIRA SPP., ANTI-TOXOPLASMA GONDII
AND ANTI-LEISHMANIA INFANTUM ANTIBODIES IN FREE RANGE SIX-
BANDED ARMADILLO (Euphractus sexcinctus). FERNANDES, Werona de
Oliveira Barbosa. Deteccdo soroldgica da leptospirose, toxoplasmose e leishmaniose em
tatus-peba (Euphractus sexcinctus) de vida livre. 2015. 79f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal — Sanidade Animal). Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semiérido (UFERSA), Mossor6-RN, Brasil. 2015.

ABSTRACT: The increasing contact between humans and domestic animals with wild
animals has contributed to spread infectious agents, thus increasing the risk of
transmission of zoonosis. Therefore, this present study aimed to detect, using different
serological techniques, the presence of anti-Leptospira spp., anti-Toxoplasma gondii
and anti-Leishmania infantum in six-banded armadillos. For this, was used 33 species of
wildlife armadillos Euphractus sexcinctus of both sexes and various ages from the city
of Mossor0, Rio Grande do Norte, Brazil. Of the 33 animals subjected to serological
analysis, 2/33 (6.06%) were positive for leptospirosis, where serovars reagents were
Canicola and Andamana, and both with titration of 200. For the toxoplasmosis research
it was noted that 2/33 (6.06%) had antibodies to Toxoplasma gondii, and all of them
having the title equal to 400. In relation to leishmaniasis, 3/33 (9.09%) animals were
reactive to Leishmania infantum antigen, which had the title of 320. This was the first
evidence of Leishmania infantum in six-banded armadillo already described. From the
present study, we can confirm the real possibility of these animals act as carriers agent
with zoonotic potential.

Keywords: Euphractus sexcinctus; zoonosis; serology; Toxoplasma gondii; Leptospira
spp.; Leishmania infantum
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1 INTRODUCAO

Os tatus sdo mamiferos de habitos terrestres, fossoriais e considerados assoriais
(solitarios). Vivem em tocas por eles escavadas e apresentam habitos noturnos, motivo
pelo qual pouco sabe-se sobre sua ecologia e biologia. O consumo de sua carne é
comum, sendo ainda, a sua carapaca utilizada para confeccédo de utensilios domésticos.
O tatu-peba (Euphractus sexcinctus) € uma espécie de ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo nas porgdes nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil. No semiarido
brasileiro, E. sexcinctus é a espécie de tatu com a maior area de ocorréncia.

O aumento do contato entre a populacdo humana e doméstica com 0s animais
silvestres tem contribuido para disseminar agentes infeciosos na vida selvagem,
aumentando assim, 0s riscos de transmissédo das zoonoses. Desta forma, as zoonoses
expandem seu nimero de hospedeiros e sua distribuicdo geografica, ndo sendo diferente
para os tatus, 0s quais sdo capazes de albergar patégenos com potencial zoondtico.

O numero de enfermidades ja relatadas nas diferentes espécies de tatus é muito
alta. Acredita-se, portanto, que o E. sexcinctus possa atuar como reservatério de uma
série de doencas, muitas delas ainda ndo confirmadas para espécie, contudo, ja relatadas
e caracterizadas em outros dasipodideos, tais como o tatu-galinha (Dasypus
novemcinctus). Isto é possivel devido estas espécies apresentarem diversas
caracteristicas compativeis com a manutenc¢do dos agentes na natureza.

Com isso, este estudo objetivou detectar, a partir de diferentes técnicas
soroldgicas, a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp., anti-Toxoplasma gondii e
anti-Leishmania infantum nos tatus-peba, de vida livre, provenientes do municipio de
Mossord-RN, podendo assim, contribuir para uma melhor compreensdo acerca dos
riscos a qual estdo sujeitos aqueles que mantém o habito de caca, se alimentam desta
espécie ou que, de alguma forma, estejam em contato direto ou indireto com estes

animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTES ZOONOTICOS EM ANIMAIS SILVESTRES

Segundo a OMS (Organizagdo Mundial de Saude), zoonoses sdo “doengas
transmissiveis naturalmente entre os animais vertebrados e os seres humanos”, sendo, os
animais silvestres, hospedeiros de uma grande variedade de parasitos, inclusive de
alguns agentes zoonoticos, podendo transmiti-los através da urina, sangue, secrecoes,
fezes, artropodes ou fomites infectados (SIEMERING, 1993; HUBALEK, 2003).

O pouco conhecimento sobre as doengas que ocorrem no mundo selvagem tem
sido alvo de discussdes durante anos, sendo a insuficiéncia de dados sobre a distribuigdo
dos agentes um dos principais motivos desta escassez de informacdes (CANON-
FRANCO et al., 2013).

Estudos recentes confirmaram que mais da metade dos patdgenos que afetam o
homem sdo zoonoses ou tornaram-se zoonoses apds sofrerem adaptagdes nos seres
humanos (WOOLHOUSE; GOWTAGE-SEQUERIA, 2005; TAYLOR et al., 2001;
WOLFE et al., 2007). Apontam ainda que 0s animais silvestres encontram-se em
crescente contato com grande parte destes agentes patogénicos.

A transmissdo de agentes zoonéticos entre animais silvestres se da, além do
contato direto com outros hospedeiros, de forma indireta, via fecal-oral, através da
ingestdo de alimentos e dgua contaminados ou mesmo a partir de aglomerados destes
animais em recintos, como € o caso, por exemplo, de espécies mantidas em cativeiro
(QUEIROZ, 2008; NUNES, 2007; NUNES, et al.,2010).

Mudangas no habitat natural podem se representar como um fator determinante
no desencadeamento de infeccbes (COLES, 1984; QUEIROZ, 2008), além disso, o
aumento do contato entre a populacdo humana e doméstica com os animais silvestres
tem contribuido para disseminar agentes infeciosos na vida selvagem, aumentando
assim, os riscos de transmissdo das zoonoses, a partir da expansdo do nimero de
reservatorios e da sua distribuicdo geografica (CORREA & PASSOS, 2001).

Além de amplamente distribuidos no meio ambiente, diversos microrganismos
encontram-se naturalmente na flora intestinal dos animais selvagens. Portanto, a medida
que se sobrepdem a flora normal do seu organismo, estes podem causar diferentes

doengas, principalmente em condi¢des de estresse e diminuicdo da imunidade do
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hospedeiro (PELCZAR JUNIOR, et al.,1996; LEVINSON; JAWETZ, 1996;
QUEIROZ, 2008).

Levantamentos sobre presenca de agentes infeciosos na fauna silvestre nos
permite conhecer a situacdo sanitaria dos animais selvagens, sejam eles cativos ou de
vida livre. Estes agentes podem acarretar mudancas nos fatores epidemioldgicos de
diversas enfermidades uma vez que apresentam inter-relagbes com o0s animais
doméstico e com o homem. Com relacdo a animais de cativeiro, por exemplo, é de
fundamental importancia o estudo continuo destes patdgenos, com a finalidade de se
elaborar 0 manejo ideal destas espécies, diminuindo sua vulnerabilidade a determinadas
patologias. Um ambiente mal higienizado tem papel fundamental na instalacdo de novas
infeccdo ou do desenvolvimento de infeccBes pré-existentes caso 0s animais estejam
imunologicamente debilitados (HIDASI, 2010; QUEIROZ, 2008).

O ndmero de enfermidades ja relatadas nas diferentes espécies de tatus € muito
alta. Acredita-se, portanto, que o E. sexcinctus possa atuar como reservatério de uma
série de doencas, muitas delas ainda ndo confirmadas para espécie, contudo, ja relatadas
e caracterizadas em outros dasipodideos, tais como o tatu-galinha (Dasypus
novemcinctus) (DEPS et al. 2007, DEPS et al. 2008, RICHINI-PEREIRA et al. 20009,
ANTUNES et al. 2009, ANTUNES et al. 2012, FROTA et al. 2012, OROZCO et al.
2013). Isso ocorre por esta espécie apresentar diversas caracteristicas compativeis com a
manutencdo dos agentes na natureza, tais como, suas caracteristicas fisiologicas, ampla
distribuicdo, partilhar suas tocas com outras espécies e manter contato direto com o
homem e animais domésticos.

O desmatamento e consequente perda de habitat dos animais silvestres é um dos
fatores contribuintes para a disseminacdo de zoonoses, tais como a leptospirose e
toxoplasmose, tendo em vista que este fato ocasiona a migracdo destes animais para
setores peridomicilares (SILVA et al., 2008).

2.2 TATU-PEBA (EUPHRACTUS SEXCINCTUS)

A superordem Xenarthra (anteriormente conhecida como Edentata) é constituida
atualmente por tamandués, preguicas e tatus. Recentemente, ela foi desmembrada em
duas ordens: Cingulata (corpo recoberto por osteodermos, compreendendo os tatus) e
Pilosa (corpo recoberto por pelos composta pelas preguicas e tamanduas) (GARDNER,
2005).
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Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Mammalia
Superordem: Xenarthra
Ordem: Cingulata
Familia: Dasypodidae
Subfamilia: Euphractinae
Género: Euphractus

Espécie: Euphractus sexcinctus

O termo Edentata significa “desdentado”, contudo, apenas os tamanduds sdo
desprovidos de dentes. O nome atual, portanto, foi dado pela presenca de articulacdes
adicionais entre as vértebras lombares, conhecidas como “xenarthrales” ou “xenarthrous
process”. A etimologia do nome Xenarthra vem de xénon = estranho, e arthros =
articulacdo (MEDRI et al., 2006).

A Superordem Xenarthra contém 31 espécies distribuidas em 13 géneros, 2
ordens e 4 familias, possuindo representantes cuja origem e distribuicdo geografica sdo
restritos a regido Neotropical, e ocorrem predominantemente na América do Sul
(FONSECA; AGUIAR, 2004; MEDRI, 2008), com excecdo da espécie Dasypus
novemcinctus sendo o Unico a ocorrer na Ameérica do Norte (MCKENNA; BELL,
1997).

A familia Dasypodidae € composta atualmente por oito géneros, vinte e uma
espécies, e cinco subespécies (GARDNER, 2007) sendo onze delas encontradas no
Brasil (EISENBERG; REDFORD 1999; MEDRI et al., 2006;). O Euphractus
sexcinctus Linnaeus, 1758 é a Unica espécie do género Euphractus Wagler, 1830,
conhecido popularmente como tatu-peba, tatu-peludo, tatu-amarelo ou tatu-cascudo
(GARDNER, 2005).

De acordo com a International Union for Conservation of Nature - IUCN
(2014), o tatu-peba ndo é considerado uma espécie em extingdo. Na lista vermelha de
animais ameacados de extincdo, o E. sexcinctus é considerado como uma espécie pouco
preocupante. Isso se deve a sua ampla distribuicdo e o fato de sua ocorréncia se da em
areas de preservacao.

O tatu-peba apresenta uma distribuicdo geogréafica muito diversificada ocorrendo

nas porc¢des nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, além das areas adjacentes da

18



Bolivia, Suriname, Paraguai, Uruguai e Argentina (NOWAK, 1999, REDFORD &
WETZEL, 1985; WETZEL, 1985). Existe também uma populagdo disjunta na regido de
fronteira entre o Brasil e o Suriname (WETZEL, 1985), ocorrendo ainda ho Amapé e
Paréa (leste do Amazonas) (SILVA JUNIOR & NUNES, 2001).

No Brasil, a espécie esta presente em diferentes biomas como Amazonico,
Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica e Campos Sulinos (FONSECA et al., 1996;
EISENBERG & REDFORD 1999; ANACLETO et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1 — Principais areas de ocorréncia do tatu-peba (E. sexcinctus) no Brasil. Fonte:
Adaptado de Eisenberg & Redford, 1999.

No Brasil, existem registros da presenca do E. sexcinctus no Pard, Piaui, Cear3,
Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Tocantins, Goiés, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul (SILVA JUNIOR & NUNES, 2001; SOUSA E SILVA JUNIOR et
al., 2001; GONCALVES DE ANDRADE et al., 2006, LIMA et al., 2009). No
semiarido brasileiro, E. sexcinctus é a espécie de tatu com a maior area de ocorréncia,
seguido do tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) (SILVA et al., 2003).

Estes animais apresentam algumas caracteristicas fisicas que tornam possiveis a
sua distin¢do de outras espécies de dasipodideos, tais como, orelhas bem curtas e cabeca

pontuda e achatada, a qual se torna triangular em direcdo ao focinho e é protegida por

19



grandes placas irregulares, formando uma carapaca dorsal cornea (NOWAK, 1999)

(Figura 2).

Figura 2- Tatu-peba (Euphractus sexcinctus). Arquivo pessoal.

Sua carapaca € composta por uma armadura de seis a oito bandas moveis que
recobrem o corpo (DEEM; FIORELLO, 2002) e podem apresentar coloragdes que
variam do castanho-amarelado ao castanho-claro. Estas espécies podem pesar entre 3,0-
6,5 kg e viver em torno de 18 anos, dado este observado apenas em cativeiro.
Apresentam, proximo a base da cauda, uma abertura glandular odorifera, responsavel
por liberar o odor caracteristico da espécie a qual esta, ainda, diretamente relacionado
com a liberacdo de feromdnios durante o periodo reprodutivo (COSTA et al., 2014)
(Figura 3).
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Figura 3- Glandulas odoriferas (A); placas mdveis (B). Arquivo pessoal

Apesar de ndo apresentar boa visdo, tem um oOtimo olfato, o qual torna-se
essencial para realizar sua busca de alimento. Sdo considerados onivoros e sua dieta
consiste basicamente de insetos e plantas, contudo, podem se alimentar de restos de
outros animais em decomposi¢do, sendo considerados, portanto, um animal generalista.
Por esta razéo alguns cagadores costumam manter estes animais em cativeiro com dieta
controlada, como objetivo de “limpar” o seu trato digestivo, podendo, desta forma, ser
consumido pelos seres humanos (ALVES et al., 2012). Por isso, apesar de serem
frequentemente cacados para alimentacdo em populacdes rurais, em algumas regides
ndo sdo considerados como a espécie preferida de tatu no que diz respeito ao sabor,
sendo caracterizado como “sujo” (NERIS et al., 2002) e de sabor forte (REDFORD,
1994). Diferente do observado, por exemplo, no Rio Grande do Norte, onde estes
animais, além de bastante utilizados para alimentacdo, sdo considerados, por muitos,
como uma iguaria. Sendo comum, ainda, a utilizagdo de sua carapaca para fins
artesanais e confeccao de utensilios domésticos (PEREIRA JUNIOR et al., 2003).

Eles sdo encontrados em areas abertas tais como savanas e florestas Umidas ou
secas. Seu habitat consiste em tocas de aproximadamente 2 metros cavadas por eles
mesmos (REDFORD; WETZEL, 1985). Estas tocas sdo motivos de muitos acidentes,
como por exemplo, em cavalos, 0s quais podem vir a ter fraturas ao cair dentro delas.
Estes individuos sdo capazes de se adaptar muito bem a possiveis modificacfes no seu
habitat induzidas pelo homem, tendo sido observado em plantagdes de cana de agucar e
areas de agricultura de subsisténcia (DOTTA; VERDADE, 2011), contudo, eles podem
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causar grandes prejuizos a plantacdes de milhos por se alimentarem dos brotos, motivo
este pelo quais sdo0 muitas vezes cacados e mortos por agricultores (CARTES, 2007;
EMMONS, 1999).

Apresentam habitos noturnos e solitarios exceto no periodo reprodutivo quando
podem ser encontrados formando grupos (MEDRI, 2006). A maturidade sexual é
atingida, em ambos 0s sexos, entre 9 a 12 meses de idade (FREITAS et al., 2014) e 0
periodo de gestacdo da fémea dura em torno de 60 a 65 dias. No periodo sexual, 0s
machos tendem a desenvolver um comportamento de dominancia, tornando-se mais
agressivos e realizando perseguicdes as fémeas (FREITAS et al., 2014). Neste periodo
tem sido observado ainda, em cativeiro, comportamento agonista do macho, o qual
apresenta diminuicdo da ingestdo de dgua e maior inquietacdo no recinto assumindo
uma postura bipede durante a maior parte do tempo (FERNANDES et al., 2014).

Assim como as demais espécies da Superordem Xenarthra, os tatus sdo
considerados hospedeiros de patdgenos que causam doencas infecciosas e zoondticas
devido suas caracteristicas fisiologicas, ampla distribuicdo, partilhar suas tocas com
outras espécies e manter contato com o homem. Portanto, assim como 0s animais
domeésticos, as espécies silvestres, contribuem para manter as zoonoses circulantes na
natureza (RICHINI-PEREIRA et al., 2009).

2.3 TOXOPLASMOSE

2.3.1 Etiologia

A toxoplasmose é uma antropozoonose causada pelo Toxoplasma gondii, um
protozodario apicomplexo de parasitismo intracelular obrigatério. Pertence a familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae e género Toxoplasma (SERCONDES,
2010).

O T. gondii pode infectar mamiferos e aves, 0s quais atuam como hospedeiros
intermediarios, enquanto os membros da familia dos felideos, como o gato doméstico

(Felis catus) desempenham o papel de hospedeiros definitivos (PINTO et al., 2009).

2.3.2 Aspectos genéticos
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As diferentes linhagens do Toxoplasma gondii apresentam diversas
similaridades antigénicas e morfoldgicas, bem como semelhangas na sua patogenicidade
e viruléncia, variando de acordo com o hospedeiros infectado. Com isso, diversos
estudos moleculares tem sido realizados para caracterizar genotipicamente os diferentes
isolados do patogeno, podendo-se, desta forma, descrever as diferentes subpopulacfes
deste protozoario nos animais e seres humanos, em diversas regides do Brasil e do
mundo (SILVEIRA, 2009; YAI, 2007).

Na Europa, Africa e América do Norte os isolados s&o classificados dentro de
cepas genéticas e consiste predominantemente de trés linhagens denominadas tipo I, 1l e
Il (SU et al.,, 2010). A propagacdo do agente se d& primariamente através de
reproducéo clonal a partir de recombinagéo sexual entre as diferentes cepas do parasita.
Este fato foi evidenciado através dos isolamentos de cepas com gendtipos idénticos de
diferentes hospedeiros, das mais variadas regides geograficas, revelando assim, uma
variacdo genética de menos de 1% entre elas.

A distribuicdo e as linhagens genotipicas detectadas no Brasil sdo distintas das
citadas anteriormente. Os marcadores moleculares que possibilitaram determinar esta
diversidade genética de cepas no Brasil foram: SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
€22-8, c29-2, L358, PK1, Apico e CS3. Apos realizacdo de bioensaios em camundongos
e isolamento do agente, as cepas encontradas foram entdo denominadas Brl, Brll, Brlll
e BrlV. O isolado do tipo Brl foi considerado como cepa virulenta, o Brlll néo-
virulenta e os tipos Brll e BrlV, como virulentos intermediarios (PENA et al., 2008).

A viruléncia das cepas pode ser estimada a partir da observacdo ap6s inoculagdo
em camundongos onde s&o consideradas altamente virulentas em casos onde apenas um
parasita é capaz de matar o camundongo. Nestes casos, 0 parasita multiplica-se
rapidamente causando a infec¢do aguda; pouco virulentas, em casos onde ocorra a
infeccdo cronica, sem a utilizacdo de tratamento especifico; ou de viruléncia
intermediaria, quando um parasita ndo € capaz de ser letal ao camundongo, contudo, é
necessério altas doses de medicacdo para que o animal ndo venha & 6bito (BINAS &
JOHNSON, 1998).

Estudos sobre o polimorfismo do genoma deste parasita tem permitido diversos
avangos no conhecimento sobre a estrutura da populagdo do T. gondii. Por isso, é de
extrema importancia investigar a relacdo existente entre o gendtipo do agente e as
manifestacdes clinicas da doenca, seja em animais em humanos, tendo em vista a

possibilidade destas se relacionarem com as linhagens patogénicas.
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2.3.3 Patogenia e transmissao

A infeccdo em seres humanos e animais se d& atraves da ingestdo de oocistos, 0s
quais podem estar presentes no meio ambiente, em alimentos contaminados com fezes
de felideos infectados ou, ainda, através da ingestdo de bradizoitos, forma do
protozoario encontrada em hospedeiros cronicamente infectados (SILVA et al., 2008).

O T. gondii possui um ciclo de vida heteroxeno apresentando trés fases distintas,
podendo estar sob a forma de taquizoito (forma infectante), bradizoito (cisto tecidual) e
esporozoito (oocisto) (Figura 4). O processo pode ocorrer de forma assexuada, onde 0s
hospedeiros suscetiveis podem se infectar com os bradizoitos (cistos), esporozoitos
(oocistos maduros) ou taquizoitos. Ao atingirem a luz do tubo gastrintestinal e
atravessarem a mucosa, eles multiplicam-se rapidamente no meio intracelular na forma
de taquizoitos, podendo invadir varios tipos celulares do organismo formando vacutolos
parasitéforos, no interior do qual se dividem por endodiogenia (processo no qual duas
células filhas sdo formadas dentro da célula mée), originando, assim, novos taquizoitos,
o0s quais promovem a lise da célula infectada e invadem novas células. Os taquizoitos
disseminam-se no organismo através da linfa ou do sangue, na fase inicial da doenca,
caracterizada como proliferativa, representando a fase aguda da infeccdo. Caso a
resposta imune consiga impedir a multiplicagdo dos taquizoitos, serdo formados 0s
cistos tissulares (bradizoitos), representando assim a forma cronica da doenca
(KAWAZOE, 2005).

Pode ocorrer ainda sob a forma sexuada (ciclo enteroepitelial ou ciclo
coccidiano), onde as trés formas parasitarias ao penetrar no epitélio intestinal (intestino
delgado) do hospedeiro definitivo, resultando na formag&o de oocistos. Os esporozoitos,
bradizoitos, ou taquizoitos penetram no epitélio intestinal (principalmente nas
vilosidades do ileo), multiplicam-se por endodiogenia e ddo origem aos merozoitos,
estes por sua vez, formam vaclolos parasitéforos, rompem as células epiteliais
infectadas e ddo inicio a infeccdo em outras células de mesma origem. Neste momento,
0s merozoitos geram formam sexuais masculinas e femininas, dando inicio a fase
sexuada do ciclo enteroepitelial. Estas formas sofrem um processo de mutagéo e déo
origem a microgametas (gametas masculinos - moveis) e macrogametas (gametas
femininos - imdveis). Os microgametas, por sua capacidade movel, deixam sua célula
de origem e fecundam os macrogametas no interior de uma célula epitelial, originando o

zigoto, este forma uma parede externa dupla e evolui para oocisto. Ainda imaturo, o
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oocisto € liberado ap6s o rompimento da célula epitelial, sendo eliminado junto as fezes
do felideo. J& no meio ambiente, sob condi¢bes adequadas de maturacao (cercade 2 a5
dias), o oocisto passa por um processo de esporogonia produzindo em seu interior dois
esporozoitos, contendo cada um quatro esporozoitos e uma massa residual
citoplasmatica. Ap6s a maturacdo, caso o oocisto seja ingerido, torna-se infectante ao
animal suscetivel. Em situacGes de temperatura e umidade adequadas, 0 oocisto pode se
manter viadvel no ambiente por cerca de 18 meses (DUBEY, 2010).

A= Estigioinfectante
A= Estagiode diagndstico

Cistos
teciduais

D ,
Oocistos
fecais

©

Figura 4: Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii. Fonte: Adaptado do CDC -
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2015).

Todas as fases de desenvolvimento do parasita sdo consideradas infecciosas
tanto para o hospedeiro intermediario quanto definitivo, os quais podem adquirir a
doenga de forma horizontal, por ingestdo oral dos oocistos esporulados presentes no
ambiente e através da ingestdo de carne crua ou mal cozida ou ainda pela forma vertical
a partir da transmissdo placentéria dos taquizoitos via congénita. Sabe-se ainda que 0s

taquizoitos podem ser transmitidos através do leito materno ou adquirido via transfusdes
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sanguineas e transplantes de doadores infectados ou mesmo por inoculacdo acidental
durante manipulacdo em laboratérios (TENTER et al., 2000; CDC, 2015).

2.3.4 Diagnostico

Assim como nos seres humanos, a toxoplasmose em animais domeésticos e
silvestres podem assumir quadros clinicos inespecificos, sendo, portanto, cabivel de
confundir com diversas outras enfermidades. Por este motivo, faz-se necessario a
utilizacdo de um diagnostico laboratorial especifico para a deteccdo direta ou indireta do
agente (VIDOTTO, 1992).

A utilizacdo da cultura in vitro pode ser utilizada como método diagndstico,
contudo, é bastante onerosa e demanda bastante tempo para se obter os resultados
esperados. O isolamento pode ser feito a partir de culturas celulares com células de
mamiferos, embrido de galinha (O T. gondii ndo é capaz de se multiplicar em meios de
cultura acelulares) ou por método tradicional de inoculagcdo (camundongos, coelhos,
cobaias e hamsters), sendo preferivel a inoculacdo camundongos por serem mais
suscetiveis a inoculacdo peritoneal, podendo gerar milhdes de taquizoitos por mililitro
em torno de apenas 3 dias (AMATO NETO et al., 1995; DUBEY, 1993; KOMPALIC-
CRISTO et al., 2005).

Os testes de deteccdo direta por métodos moleculares também tém sido
amplamente utilizados. Sua principal vantagem é detectar a presenca do agente no
tecido analisado com maior precisdo e sensibilidade, contudo, ndo sdo viaveis para
utilizacdo de rotina, tendo em vista seu alto custo de realizacdo. Além disso, existe uma
limitacdo para deteccdo deste parasito, em especial, pois o teste ndo podera distinguir se
o material genético amplificado provém de formas viaveis do parasita ou dos
fragmentos do mesmo (AFSSA, 2005).

O diagnostico definitivo mais utilizado atualmente para deteccdo da
toxoplasmose é o diagndstico sorologico (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005). A partir
dele é possivel mensurar a presenca da imunoglobulina G (IgG) ou imunoglobulina M
(IgM) anti-Toxoplasma-gondii, as quais possibilitam determinar se houve, ou néo,
exposicdo do individuo ao agente (CDC, 2015), contudo, devido a prevaléncia de altos
titulos de anticorpos IgG e a persisténcia de anticorpos IgM especificos entre individuos
normais é dificil definir o momento da infeccdo (BERTOZZI et al., 1999).
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As principais técnicas soroldgicas utilizadas sdo: a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Teste de Aglutinacdo Modificada (Modified
Aglutination Test — MAT), sendo o RIFI utilizado como padrdo-ouro com titulos
considerados positivos a partir de 1:16 (ESTEBAN-REDONDO; INNES, 1998).

A RIFI é considerada sensivel e especifica, onde os anticorpos IgM podem ser
detectados, em casos de infeccdo aguda, uma a duas semanas apés o inicio da infeccéo,
alcancando o pico maximo apds 6 a 8 semanas, declinando a partir de entdo. Contudo,
titulos baixos podem persistir por até 12 meses. A deteccdo da IgG se da em casos
tardios onde seus niveis diminuem gradativamente, porém, podem permanecer durante
toda a vida do hospedeiro.

O Teste de Aglutinacdo Modificada (Modified Agglutination Test - MAT)
apresenta diversas vantagens, tais como, boa sensibilidade e especificidade, além da
facilidade de execucdo e possibilidade de ser executada para diferentes espécies
animais, domésticas e silvestres (DUBEY, 1996; DUBEY, 2002). A MAT ¢ capaz de
detectar apenas o 1gG, pois 0 2-mercaptoetanol (2ME) utilizado no teste inativa as IgM
especificas e ndo especificas. O MAT permite, ainda, diferenciar as IgGs de fase aguda
e cronica da infeccdo a partir da inativacdo de taquizoitos pela formalina (MAT-AF) ou
acetona (MAT-AA) (WILSON et al., 1990).

A partir do MAT-AA pode-se obter a remocdo de determinados antigenos da
membrana da célula ou alteracdo destes de tal forma que ndo apresentem reacdo cruzada
com os antigenos de bradizoitos. A proliferacdo dos taquizoitos ocorre apenas nos
estagios iniciais da infeccdo, desta forma, a resposta imunogénica direcionada contra 0s
taquizoitos ocorre somente no estagio agudo da infec¢do, permitindo ao MAT inativado
pela acetona diagnosticar este estagio (SILVA, 2006).

Enquanto o MAT-AA permite diagnosticar apenas antigenos da fase aguda da
infeccdo, 0 MAT-AF, por sua vez, permite que 0s anticorpos reajam contra antigenos de
fase aguda (27kDa) como os de fase cronica (35kDa). Desta forma, a utilizagio
concomitante dos dois testes permite determinar a fase da infeccdo (SILVA, 2006).

Estas técnicas tém assumido importante papel na deteccdo da toxoplasmose por
permitir determinar anticorpos de varios isotopos diferentes em fungdo do conjugado
utilizado, contudo, podem apresentar falhas na detec¢édo da IgG e IgM nos casos em que
a infecgdo encontra-se na fase ativa, devendo, nesse casos, serem associados a sinais
clinicos ou a realizagdo da pesquisa direta do antigeno, a fim de se obter o estagio de

infeccéo pelo parasita.
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Esfregacos sanguineos podem ser realizados e corados com Giemsa, contudo, o
tropismo do T. gondii por diferentes tecidos do organismo inviabiliza a deteccdo direta
do protozoario por métodos tradicionais, gerando resultados falso negativos na maioria
dos casos. E possivel realizar, ainda, cortes histologicos a partir de materiais
provenientes de bidpsia e cora-los com hematoxilina-eosina (NEVES, 1985).

Ao escolher o teste diagnodstico a ser utilizado é importante considerar as
variacOes de sensibilidade, especificidade e valores preditivos para uma analise mais
precisa. Nos Ultimos anos, o papel da IgA e IgE teve importante valor a partir da
utilizacdo destas imunoglobulinas como marcadores de fase aguda os quais permitem
determinar a fase da infeccdo. Isto foi possivel tendo em vista que nos testes
imunoenzimaticos tradicionais de captura, a permanéncia destas imunoglobulinas tem
sido muito menor do que a IgM, a qual pode durar entre poucas semanas até anos
(HALL, 1992; CAMARGO, 1996).

2.3.5 Toxoplasmose em animais silvestres

O papel dos animais selvagens na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose ainda
ndo estd completamente elucidado. Apesar das evidéncias soroldgicas da infeccdo por
Toxoplasma gondii em animais selvagens, h& poucos estudos ainda sobre o
envolvimento destes animais na epidemiologia da enfermidade e pouco se sabe acerca
da susceptibilidade destas variadas espécies ao parasito (CANON-FRANCO et al.,
2013; VITALIANO et al., 2014).

Na ultima década, o impacto das espécies de vida selvagem na transmissédo e
epidemiologia da toxoplasmose tem sido o foco de muitos estudos. Estabelecer a
diversidade genética da populacdo do parasita tem sido um dos principais avangos neste
assunto. No Brasil, tem sido realizado vérios estudos envolvendo deteccdo molecular,
sorologia e isolamento de T. gondii em mamiferos, sendo muitas destas pesquisas
realizadas em animais selvagens (CARNEIRO et al., 2013; SILVA et al., 2006; SILVA
et al., 2008; SILVA et al., 2013; VITALIANO et al., 2014; CANON-FRANCO et al.,
2013; SCHENK et al., 1976). Tais estudos foram conduzidos sob diferentes aspectos e
em diferentes regides do pais, demonstrando assim, que o T. gondii € capaz de infectar
mamiferos selvagens com potencial risco para animais ou humanos.

A quantidade de oocistos de T. gondii que os gatos podem eliminar através das

fezes é considerada relativamente alta, contudo, a dificuldade de realizar este
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diagnostico é devido ao curto periodo de tempo de excrecdo (aproximadamente trés
semanas) e o fato de que outras eliminagdes possam vir a ocorrer posteriormente
(DUBEY; FRENKEL, 1972). Nos felideos selvagens, por exemplo, esta eliminacdo esta
relacionada a episodios de diarreia (DORNY; FRANSEN, 1989; LUKESOVA;
LITERAK, 1998; ARAMINI et al., 1998). Portanto, pouco se sabe sobre a quantidade e
periodo de eliminacio da forma infectante por estes animais de forma natural (CANON-
FRANCO et al., 2013). Contudo, mesmo na auséncia dos felideos domeésticos como
hospedeiros definitivos, sabe-se que os felideos selvagens podem desempenhar o
mesmo papel sendo assim considerados como fator de risco para a transmissdo e
manutenco do ciclo silvestre (CANON-FRANCO et al., 2013). Fezes concentradas em
uma area em que exista contato direto com animais suscetiveis irdo facilitar, de alguma
forma, a transmissdo e manutencéo do ciclo silvestre de T. gondii.

Estudos apontam ainda que a reproducdo assexuada nos hospedeiros
intermediérios € responsavel pela expansdo clonal do T. gondii, sendo, portanto,
suficientes para manutencdo do ciclo selvagem do parasita, nos quais, em auséncia do
felideo, atravessam a cadeia alimentar através do carnivorismo (WENDTE et al., 2011).

A taxa de infeccdo pelo carnivorismo é proporcional a prevaléncia dos coccideos
nos animais predados. Ou seja, teoricamente, todas as espécies de diferentes niveis
biolégicos podem conter cistos dos parasitas, mas existem diferencas na prevaléncia de
acordo com a preferéncia biotica do animal (estritamente arborea, arbdrea e terrestre ou
estritamente terrestre) (AJZENBERG et al., 2007).

Enguanto isso, os niveis de infeccdo dos animais predados estdo relacionados a
espécies suscetiveis, a contaminacdo do ambiente pelos oocistos e a sua vida Util
(THOISY et al., 2003; CARME et al., 2002). No caso dos tatus, que sdo animais que
vivem em tocas, ou outros animais de vida terrestre eles estdo mais expostos ao T.
gondii enquanto que as espécies com uma vida Gtil mais curta possuem uma menor
probabilidade de exposicao ao agente.

A evidencia soroldgica de T. gondii em animais silvestres aponta a ocorréncia do
parasita no ciclo silvestre, o qual conserva a doenca no ambiente, bem como a
possibilidade da infecgdo de animais domeésticos e humanos, seja pela insercdo de
animais silvestres no ambiente ou pelo significativo contato com animais silvestres em

ambientes domésticos ou peridomicilares (SILVA et al. 2006).
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2.3.6 Toxoplasmose e saude publica

Dentre os coccideos, o T. gondii € um dos agentes zoonoticos mais estudados
devido seu grande impacto na satide publica (TENTER et al., 2010; MUNOZ-ZANZ]I et
al., 2010). A toxoplasmose ja foi relatada em animais e seres humanos do mundo todo,
sendo considerada, portanto, uma zoonose cosmopolita.

A prevaléncia da infeccdo pelo T. gondii em humanos é alta. Estima-se que um
terco da populagdo mundial apresente a forma cronica da doenga possuindo anticorpos
contra o parasita. As infecches causadas pelo agente da toxoplasmose ocorrem
principalmente nas areas mais quentes, de clima umido e de baixas altitudes, podendo
afetar, em alguns casos, até 95% da populacéo (CDC, 2015).

No Brasil, a infeccdo pelo T. gondii em humanos ja afeta 50% das criancas e
80% das mulheres em idade fértil ja apresentam sorologia reativa para este protozoario,
indicando que, pelo menos uma vez na vida, ja entraram em contato com o agente
(DUBEY et al., 2012).

Dentre os fatores envolvidos na infecgdo humana pelo T. gondii estdo o consumo
de carnes cruas ou mal cozidas, a faixa etaria, fatores climaticos, fatores
socioeconémicos e culturais, ingestdo de verduras e legumes crus, dgua potavel de
origens diversificadas, e manipulacdo de areia de forma indiscriminada (DIAS et al.,
2011; LOPES et al., 2009; CADEMARTORI, 2007). Desta forma, as diferentes fontes
potenciais de infeccdo ainda ndo sdo totalmente elucidadas, podendo variar de acordo
com a populacdo estudada (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY et al., 2012;
FIALHO et al., 2009). Em éreas rurais, por exemplo, um importante fator de risco da
toxoplasmose em humanos, € o habito destes se alimentarem da carne de animais
selvagens, dentre eles, a carne de tatu (DUBEY et al., 1998).

O hébito de comer carne crua ou mal cozida, torna a ingestao de bradizoitos uma
importante via de transmissdo tanto para 0 homem quanto para 0s animais carnivoros,
desta forma, o carnivorismo é considerado uma das principais formas de transmissao do
T. gondii na natureza, sendo responsavel pelas altas taxas de infeccdo em todo 0 mundo
(DUBEY, 2008).

Apesar deste habito carnivoro ndo ser capaz de elucidar como se da a
transmissdo no caso de vegetarianos e herbivoros, os oocistos desempenham um papel
fundamental na infeccdo da toxoplasmose em animais e homens, visto que a

disseminacdo dos oocistos pode ainda ocorrer pela agua e pelo solo, sendo também
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veiculados por vegetais crus e frutas. Existe ainda a possibilidade de aerossois e
particulas de poeira serem consideradas possivel meio de propagacdo destes (EKMAN,
2012; KIJLSTRA & JONGERT, 2008). Com isso, passou-se a considerar reservatorios
de agua como possiveis portadores de oocistos de T. gondii, demonstrando que a
contaminacdo hidrica também pode ser uma fonte de transmissdo (JONES; DUBEY,
2010; DIAS et al., 2011).

Como vetores mecénicos na transmisséo dos oocistos no ambiente, as moscas e
baratas, também sdo importantes disseminadores, pois podem, eventualmente, carrear
estas formas de desenvolvimento em suas patas, sendo a exposicao a estes fatores um
potencial risco a mulheres gravidas, as quais podem adquirir a forma aguda da infeccao
(AVELINO et al. 2003; KAWAZOE, 2005).

Este conhecimento sobre as diferentes fontes de infeccdo, as quais variam de
populagéo a populacdo sdo capazes de fornecer as importantes informac6es que podem
ser utilizadas como forma de intervencdo contra a toxoplasmose pelos setores de Saude
Pablica (MUNOZ-ZANZI et al., 2010).

2.4 LEPTOSPIROSE

2.4.1 Etiologia

A leptospirose € uma antropozoonose causada pela bactéria espiroqueta de
Género Leptospira, Familia Leptospiraceae e Ordem Spirochaetales. Esta enfermidade
pode acometer praticamente todos os animais domésticos e selvagens, entre 0s quais se
destacam os carnivoros, roedores, primatas e marsupiais. Os hospedeiros primarios
podem ser animais domésticos ou selvagens, sendo o homem um hospedeiro acidental,
ao infectar-se de forma direta através da urina de animais contaminados ou de forma
indireta a partir de agua, solo e raramente se constitui em transmissor da infeccao
(FAINE et al., 1999).

Todas estas espécies podem atuar como reservatérios e contribuirem para a
disseminacdo do agente na natureza. Ela pode afetar diferentes sistemas do organismo,
destacando-se o reprodutivo, urinario e circulatério (ACHA & SZYFRES, 2003;
HORSCH, 1999; LEVETT, 2001).
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2.4.2 Aspectos geneéticos

Diversas espécies do género Leptospira podem ser responsaveis por causar a
leptospirose. De acordo com a classificacdo soroldgica, sorovar € a unidade taxonémica
basica (BRASIL, 2005). Os sorovares que compartilham semelhancgas genéticas sdo
entdo organizados em sorogrupos de leptospiras as quais estdo divididas em patogénicas
e saproéfitas de acordo com seu sorogrupo e sua patogenicidade (FAINE et al., 1999).

As primeiras sdo responsaveis pelas infeccdes nos homens e animais: Leptospira
interrogans, L. borgpetersenii, L. inadai, L. kirschneri, L. noguchii, L. fainii, L. weillii e
L. santarosai; estas estdo divididas atualmente em 260 diferentes sorovares patogénicos
da espécie Leptospira spp, as quais estdo agrupadas em 23 sorogrupos distintos. O
grupo das saproéfitas de vida livre sdo: L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, Tunrneria
parva e Leptonema illini, possuindo 38 sorovares agrupados em seis sorogrupos, sendo
encontradas em &gua doce. S&o raros 0s registros destas espécies em animais ou no
homem, ndo sendo considerados, portanto, como causadores da doenca (ADLER e DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010; KMETY; DIKKEN, 1993; FAINE et al., 1982;
ACHA; SZYFRES, 1986).

Os diferentes sorovares apresentam uma estreita relagdo com algumas espécies,
sendo observados mais frequentemente naquelas consideradas como hospedeiros
primarios de manutencdo. Por exemplo, o sorovar Copenhageni apresenta maior
tropismo pelos ratos, o Hardjo por bovinos, o Canicola pelos caes, 0 Pomona por suinos
e o Grippotyphosa pelos animais silvestres. Contudo, ja existem diversos estudos
mostrando a grande diversidade de animais que cada sorovar pode acometer
(VASCONCELLOS, 2004).

2.4.3 Patogenia e transmissao

O patogeno pode ser transmitido através do contato da pele, ou mucosas, com
agua ou fomites contaminados pela urina ou por secre¢des genitais de animais
infectados (LEFERBVE, 2003; RIET-CORREA et al., 2001).

As leptospiras caem na circulacdo sanguinea, iniciando o processo de
multiplicacdo em diversos orgdos, em destaque, o figado, baco e rins. A leptospiremia
pode durar entre quatro a cinco dias, atingindo no maximo, sete dias. Para evadir da

resposta do hospedeiro o agente se deposita em locais onde a imunidade humoral é
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ineficaz ou inexistente como camara do globo ocular, luz dos tabulos renais, tratos
genitais masculino e feminino e cérebro, levando ao quadro de leptospiruria, podendo
ocorrer a formacgdo de imunocomplexos e reacGes inflamatorias gerando uma vasculite
generalizada (ADLER et al., 1981; VASCONCELLOS, 1987; FAINE et al., 1999).
Ressalta-se que estes animais portadores do agente, passam a excretar a leptospira
através da urina por periodos variados, sendo assim considerado portador convalescente
(VASCONCELLOS, 2002).

Em animais domeésticos e silvestres as leptospiras patogénicas podem ser
eliminadas através da urina, durante a fase cronica da doenca, contaminando solos, rios,
pantanos e outras cole¢cdes de &gua, atingindo indiretamente ou diretamente outros
animais (FAINE et al., 1999; CORREA; CORREA, 1992). A excrecdo pode ser de
longa duracdo e de forma intermitente, podendo variar de acordo com o hospedeiro
afetado e o sorovar envolvido. Apds eliminadas pela urina, as leptospiras podem
contaminar o solo, a 4gua e os alimentos, podendo se manter vivas em torno de 7 dias,
ou em situacOes mais favoraveis, como em agua parada, lama e margens de riachos, elas
podem viver de forma saprofita durante muito tempo (ENRIETTI, 2001).

As caracteristicas inerentes ao agente infeccioso, a suscetibilidade dos
hospedeiros, condi¢Bes ambientais, concentracdo demogréfica e a interacdo entre as
populagdes de animais sdo fatores determinantes para a ocorréncia e a transmissao da
leptospirose (HERHOLZ et al, 2006).

2.4.4 Diagnostico

A realizacdo de um diagnostico laboratorial é de fundamental importancia para
confirmacdo da leptospirose, pois esta enfermidade apresenta sinais clinicos
inespecificos (VIEIRA, 2008). E recomendado, ainda, que estes sejam associados a
dados epidemioldgicos e historico do individuo.

Os testes preconizados pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) sédo os
soroldgicos, sendo a Reacdo de Soroaglutinacdo Microscdpica (SAM) o teste padréo de
referéncia. Recomenda-se que o teste seja realizado com antigenos vivos, cuja
densidade ideal de crescimento seja atingida em culturas de 4 a 14 dias (WHO, 1967) e
que contenham diferentes sorovares que representem cada sorogrupo. As principais

dificuldades encontradas para realizacdo da cultura sdo a infraestrutura laboratorial e a
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manutencdo de repiques das culturas vivas, requerendo, ainda, mao-de-obra
especializada (VASCONCELLOQOS, 1979).

A SAM ¢ capaz de detectar tanto anticorpos da classe IgM quanto os da classe
IgG, sendo contudo, sorogrupo-especifica, ou seja, 0s anticorpos presentes no soro do
animal sdo dirigidos contra um sorovar especifico, ndo sendo possivel especificar o
sorovar responsavel pela infeccdo. Para tanto, o resultado do teste considera a propor¢do
de sororeativos para o total de animais examinados, indicando assim, o grau de infecgéo
em determinada populacdo. O provavel sorovar infectante serd aquele que aparece com
maior titulacéo.

Contudo, sorovares de um mesmo sorogrupo podem apresentar reacfes cruzadas
por compartilharem antigenos, sendo assim, o animal pode ser reagente a varios
sorovares simultaneamente, apresentando titulos de mesma magnitude, dificultando a
identificacdo do sorovar responsavel pela doenca (HAGIWARA, 2003).

Isto ocorre geralmente entre o sexto e o décimo dia de infeccdo apenas, ndo
sendo observado a sua predominancia apos este periodo da infecgéo.

A identificacdo do sorovar s6 é possivel através de técnicas de isolamento do
agente, de absorcdo de aglutininas, de deteccdo de anticorpos monoclonais ou técnicas
moleculares (HERRMANN et al., 1992). Além disso, outras interferéncias podem
existir na interpretacdo da SAM, tais como, utilizagdo de culturas antigas ou muito
recentes as quais podem afetar a qualidade das suspensdes dos antigenos, interferindo
na titulacdo do teste e a ocorréncia de infecces mdltiplas no individuo avaliado
(TURNER, 1970).

A confirmacdo diagnoéstica pode ser obtida através do isolamento do agente em
amostras de sangue, urina, fetos abortados e sémen ou a partir de métodos moleculares
como a Reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR), a qual permite detectar uma minima
quantidade de DNA bacteriano com alta sensibilidade e especificidade e em curto
espaco de tempo. Outras técnicas, como a Reagdo de Imunofluorescéncia direta ou
indireta e Ensaios de Imunoperoxidase podem ser também empregadas, porém com
menor sensibilidade e especificidade (TURNER, 1970; WHO, 2007).

O teste de PCR permite a detec¢do de minima quantidade de DNA bacteriano
em qualquer material biologico, com alta sensibilidade e especificidade e em curto
espaco de tempo. Outras técnicas, como imunofluorescéncia direta ou indireta,
imunoperoxidase podem ser também empregadas, porém com menor sensibilidade e
especificidade (TURNER, 1970).
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2.4.5 Leptospirose em animais silvestres

A ocorréncia de leptospirose esta estreitamente vinculada aos fatores ambientais,
onde sua disseminacdo depende de, além de condicdes favoraveis, da presenca de
animais silvestres e sinantropicos (ALVES et al., 1996). Os animais silvestres sao,
portanto, considerados como mantenedores de leptospiras no ambiente (BOLIM, 1996;
CORREA et al., 2004).

Estudos sobre a presenca de leptospirose em animais silvestres e sinantrépicos ja
foram realizados em varias regides do mundo. Tais estudos incluem roedores, edentatas,
carnivoros, artiodactilos e primatas, os quais podem atuar como fonte de infeccéo e
potenciais disseminadores de diferentes sorovares de Leptospira spp. (MCCAUGHEY;
FAIRLEI, 1971; SANTA ROSA et al., 1975; AL SAAD; POST, 1976; CIRONE et al.,
1978; CORDEIRO et al., 1981; EVERARD et al., 1983; MICHNA, 1970; REILLY et
al., 1968; SA et al., 1999; SHIVE et al., 1969; SHIMIZU, 1984; RIM et al., 1993;
HARTSKEERL; TERPSTRA, 1996). Contudo, os roedores e pequenos marsupiais sao
0s reservatorios de maior importancia, constituindo o grupo de portadores
assintomaticos universal.

Animais silvestres podem desenvolver sinais similares aqueles apresentados pela
fauna doméstica e por seres humanos, incluindo baixo indice de fertilidade, nascimentos
de filhotes fracos, abortos e transtornos oculares (FAINE, 1982). Contudo, existem
poucas informacgdes sobre o potencial de animais silvestres como reservatorio desta
infeccdo (LINS; LOPES, 1984; VASCONCELLOQOS, 1987). No Brasil, os tatus tem sido
alvo de pesquisas para leptospirose, e os resultados positivos para presenca do agente
nestes animais tem reforcado a importancia da educagdo ambiental alertando para as
consequéncias da caca ilegal e da manipulacdo destas espécies (BATISTA et al., 2005;
SILVA et al., 2008). E, de acordo com Minette et al., (1966) quando mantidos em
condicOes de cativeiro, 0s animais silvestres aumentam as chances de serem expostos a
diferentes sorovares, podendo ser infectado por um sorovar incomum para aquela
espécie.

Vérias espécies de animais silvestres podem atuar como reservatorios de
leptospirose, e ao se infectarem se tornam carreadores renais do patogenos, eliminando-

0s através da urina Estes animais podem ser transmitir o agente diretamente atraves da
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eliminacdo das leptospiras atraveés da urina e contaminar agua, solo e alimentos
(SHARMA et al., 2003; BHARTI et al., 2003).

2.4.6 Leptospirose e saude publica

Também conhecida por Sindrome de Weil, a leptospirose apresenta alta
prevaléncia e distribuicdo mundial. Apesar dos diferentes sorovares de leptospira serem
capazes de infectar, teoricamente, qualquer espécie animal, um determinado grupo de
sorovares pode ser considerado endémico para uma regido especifica. Nestes casos, as
condi¢des ambientais, climaticas e as espécies animais existentes € que irdo determinar
0 sorovar prevalente naquela regido (ALVES et al., 1996; GENOVEZ et al. 2006).

Com grande impacto social, econdbmico e sanitario, a leptospirose tem sido
relatada em praticamente todos os paises que realizaram investigacdo epidemioldgica
para esta enfermidade, sendo mais observada nos paises tropicais. Na América do Sul, a
leptospirose em humanos é um problema de salde publica, devido a existéncia de
setores com deficientes condi¢Bes sanitarias, as quais estdo diretamente relacionadas
com a ampla populacéo de roedores (FAINE, 1982). No Brasil, a doenca é considerada
endémica e 0s riscos para a saude publica se refletem através da sua alta incidéncia e
percentual significativo de internagGes, acarretando perdas de dias de trabalho e alto
custo hospitalar, mostrando, ainda, seu alto impacto social e econémico (BRASIL,
2005, 2014). Nas areas urbanas e rurais do pais, o clima tropical idmido e a vasta
populacdo de roedores favorecem a sua ocorréncia. O crescimento desordenado da
populacdo urbana e o crescente acimulo de lixo nestes setores contribuem ainda mais
para proliferacdo dos murinos, com consequente aumento da incidéncia da leptospirose
(KO etal., 1999; FIGUEIREDO et al., 2001).

De acordo com levantamentos epidemiolégicos no pais, a sua ocorréncia
também esté relacionada com periodos de altos indices pluviométricos, deficiéncia no
saneamento basico e condicBes topogréficas, principalmente baixadas e varzeas
alagadicas ou ainda aglomerados urbanos, os quais favorecem acumulo de lixo
contribuindo, desta forma, para a infestacdo por roedores (ACHA; SZYFRES, 1986;
KO et al., 1999; LOMAR et al., 2002). Porém infec¢Oes acidentais podem ocorrer em
clima seco em locais onde exista agua represada com alta concentracdo de animais
(PLANK; DEAN, 2000; SZYFRES, 1976). Nestas circunstancias, e na presenca dos

hospedeiros adequados, as leptospiras podem persistir por semanas ou meses Nno
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ambiente, principalmente nas regides tropicais ou subtropicais (ACHA; SZYFRES,
1986; COSTA et al., 2001).

Dentre as espécies silvestres, os roedores e marsupiais representam os principais
reservatorios em ecossistemas nao atingidos pela acdo humana. O rato de esgoto (Rattus
norvegicus) e as ratazanas (Rattus rattus) representam grande ameaca para a saude
publica, atuando como principais reservatorios de leptospira, uma vez que sdo 0s
principais carreadores das cepas do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, abrigando o
microrganismo nos rins, podendo elimina-lo através da urina durante semanas ou meses
apos a fase aguda contaminando agua, solo e alimentos (STERLING; THIERMANN,
1981; FAINE, 1982). A relacdo hospedeiro-parasita nos roedores sinantropicos revela
uma condi¢do de equilibrio onde os animais afetados geralmente ndo expressam sinais
da infeccéo, sendo considerados, portanto, portadores universais (GONCALVES et al.,
1981; VASCONCELLOS, 1987).

Bovinos, suinos, ovinos, caprinos, equinos e animais silvestres também sdo
considerados reservatérios de leptospiras, contudo, em é&reas urbanas, os cdes sao
considerados 0s reservatorios mais importantes da leptospirose em humanos, pois
apresentam estreita relacdo com o homem, podendo eliminar leptospiras ativas durante
varios meses sem apresentar qualquer sinal clinico.

O potencial risco de transmissdo da Leptospira spp. em humanos ocorre,
principalmente, pelo habito de comer a carne crua destes animais (DUBEY et al., 1998;
KAWAZOE, 2000). Os principais fatores predisponentes de epidemias em seres
humanos sdo as chuvas fortes, originando enchentes, favorecendo a transmissdo das
leptospiras através do contato indireto com agua, solo, vegetacdo e alimentos
contaminados pela urina dos animais infectados, sejam eles silvestres ou domésticos
(TUNER, 1967; MYERS, 1985). Pessoas envolvidas diretamente com o servi¢cos de
saneamento ambiental também apresentam grandes chances de se contaminar por
leptospiras, pois estdo em contato direto com ambientes contaminados por urina de cées

e roedores infectados.

2.5 LEISHMANIOSE VISCERAL

2.5.1 Etiologia

A leishmaniose visceral é uma enfermidade de ampla distribuicdo mundial que

afeta homens e mamiferos, sendo causada pelos parasitas intracelulares do complexo
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Leishmania donovani. O seu agente etiologico € um protozoario da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (PRADO et al., 2011;
FEITOSA et al. 2000). As espécies responsaveis pela doenca estdo divididas em trés
géneros: Leishmania chagasi responsavel pela forma clinica da leishmaniose visceral na
Ameérica Central e América do Sul; a Leishmania donovani causadora da doenca na
Asia e na Africa; e a Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa (ALMEIDA et al.,
2005; PRADO et al., 2011). Os parasitas sdo transmitidos através da picada de
mosquitos vetores, sendo os flebotomineos do género Lutzomyia responsaveis pela

transmissdo do parasito nas Américas.

2.5.2 Aspectos geneéticos

Os parasitas do complexo Leishmania tém sido divididos em 4 espécies, a L.
donovani, L. infantum, L. chagasi e L. archibaldi.

Existem varios estudos apontando diferentes origens relacionadas a L. chagasi,
as quais indicam que a LV na América possam ser causadas tanto pelo L. chagasi,
quanto pelo L. infantum. Em 1999, alguns pesquisadores sugeriram que a L. infantum
seria semelhante filogeneticamente da L. chagasi (MAURICIO et al., 1999), levando a
apontar posteriormente que a L. chagasi teria sido introduzida na América durante a
colonizacdo (FERNANDEZ-COTRINA et al. 2012) e que as diferencas hoje apontadas
entre estes parasitas poderiam ter ocorrido devido adaptacfes recentes em novas
espécies de vetores (SHAW, 2006). Com base nas diferencas encontradas por Lainson
& Rangel (2005) no KDNA (DNA do cinetoplasto) destes parasitos, foi definido que a
L. chagasi deveria continuar sendo reconhecida como uma subespécie da L. infantum,
baseado nas suas diferencas genotipicas e fenotipicas (LAINSON; RANGEL, 2005).
Portanto, alguns autores consideram que estas sdo espécie diferentes, sendo entdo
divididas em duas subespécies, a L. infantum infantum para o Velho Mundo e a L.
infantum chagasi para o Novo Mundo.

Na América Central e em alguns paises da América do Sul estudos apontam que
espéecies causadoras da leishmaniose cutdnea também podem estar associadas a
enfermidade visceral tipica, inclusive em individuos ndo imunocomprometidos, sejam
humanos ou animais. Estas espécies sdo Leishmania mexicana, Leishmania tropica,
Leishmania amazonensis e Leishmania columbensis (DANTAS-TORRES, 2006).
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A descoberta de hibridos é outra importante informacao acerca da etiologia da
doenca. As espécies hibridas j& identificadas foram a L. infantum (viscerotrépico) com a
Leishmania major (dermotrépico) (VOLF et al., 2007), que possivelmente se formaram
através de reproducdo sexuada, durante o estagio em que 0 parasito encontra-se no
inseto (AKOPYANTS et al.,, 2009). Até o momento, sabe-se que estes hibridos
sobrevivem apenas em um vetor especifico, o Phlebotomus papatasi (VOLF et al.,
2007). Ja foi identificado ainda casos onde Leishmania tropica (espécie causadora da
forma tegumentar) também ja foi identificada em caninos os quais apresentavam a
forma visceral da doenca (HAJJARAN et al., 2007).

2.5.3 Patogenia e Transmissao

A transmisséo da leishmaniose envolve uma rede complexa de interagdes entre o
parasita, os vetores, 0s hospedeiros vertebrados e os diferentes habitats envolvidos no
ciclo (DANTAS-TORRES et al., 2012). O ciclo € considerado metaxénico (Figura 5),
ou seja, neste 0 agente passa por diferentes etapas de transformacdo no organismo do
vetor. Inicialmente, formas infectantes do parasito na forma promastigota metaciclico é
inoculado no hospedeiro durante o repasto sanguineo do mosquito vetor. Ao atingir a
corrente sanguinea as formas promastigotas conseguem sobreviver a lise celular, a qual
foi ativada via sistema complemento. Apos evadir da resposta imune, o parasita passa a
infectar os macrofagos na busca de aumentar sua sobrevivéncia. Contudo, apesar do pH
acido e das enzimas hidroliticas presentes nos fagolisossomas dos macréfagos, o
parasita consegue se multiplicar. Vale salientar que a transmissdo pode ocorrer ainda
por transfusdes sanguineas e até mesmo congénita (ainda pouco elucidada) (CAMPQOS-
PONCE et a., 2005; COUTINHO et al., 2005; MONTALVO et al., 2012; DANTAS-
TORRES et al., 2006).

Uma vez infectado, o hospedeiro passa a ser portador, reservatério e fonte de
infeccdo para o agente. O cdo domeéstico é apontado como principal hospedeiro
doméstico. E assim como eles, os canideos silvestres também estdo suscetiveis a
doencga, podendo nestas espécies ser fatal. Por este motivo, DANTAS-TORRES et al.,
(2012) foram motivados a buscar por reservatorios alternativos na América do Sul,
identificando quais outros animais poderiam ser potenciais fontes de infeccdo para
leishmaniose. Eles relataram um caso onde um gato doméstico apresentava-se infectado

com L. (i.) chagasi, e seu papel como hospedeiro foi determinado através de
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xenodiagnostico (DA SILVA et al., 2010), mostraram ainda que outros animais

sinantrdpicos podem estar envolvidos com a transmissdo da doenga.

ESTAGIO NOS FLEBOTOMINEOS ESTAGIO NOS HUMANOS

MULTIPLICAM-SE E a REPASTO SANGUINEO o PROMASTIGOTAS FAGOCITADOS

MIGRAM PRA PROSBOCITA (inaculagido da forma promastigota) PELOS MACROFAGOS

ROV A o @

PROMASTIGOTAS SE

TRANSFORMAM
EM AMASTIGOTAS A

AMASTIGOTAS SE
TRANSFORMAM
EM PROMASTIGOTAS

REPLICACAO DAS

S AMASTIGOTAS A
B3 \—’

; Do
CELULA INFECTADA
e REPASTO SANGUINEO
A’ ESTAGIO INFECTANTE (ingestdo de MO* com a forma amastigota)
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Figura 5- Ciclo bioldgico da leishmaniose. Adaptado do CDC - Centers for Disease
Control and Prevention (CDC, 2015).

Os vetores da leishmaniose sdo insetos dipteros do género Phlebotomus no
Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (THRUSFIELD, 2004; DANTAS-
TORRES, 2006). No Brasil, as espécies de vetores conhecidas sdao os Lutzomyia
longipalpis e o Lutzomyia cruzi, ocorrendo principalmente na regido central do pais
(DANTAS-TORRES, 2006).

Outros possiveis vetores estdo sendo estudados na participacdo da transmissao
da Leishmania, por exemplo, j& foi comprovado que carrapatos da espécie
Rhipicephalus sanguineus apresentam capacidade de se infectarem com o agente
(15,4% de taxa de infec¢do), bem como, macerados destes artropodes foram capazes de
reproduzir a doenga em camundongos. Contudo, a participacdo deles ainda néo foi
comprovada na transmissdo natural da leishmaniose (COUTINHO et al., 2005). Ha
ainda estudos sobre a possibilidade da saliva dos flebotomineos ser capaz de influenciar

0 desenvolvimento do parasita apos a inoculacdo no hospedeiro durante o repasto
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sanguineo, além de atuar como antigeno gerando uma resposta imunoldgica ativa contra
a saliva do vetor (CAMPOS-PONCE et al., 2005).

2.5.4 Diagnostico

O diagndstico pode ser realizado através de testes diretos e indiretos, tais como:
cultura, sorologia, citologia e técnicas moleculares. A técnica de esfregaco direto € de
importante valor no diagnostico clinico, contudo, requer bastante experiéncia do
responsdvel pela execugdo, além de consumir muito tempo e apresentar alta
especificidade e baixa sensibilidade, levando a possiveis resultados falso negativos
(DAVIES et al., 2000; AZEVEDO et al., 2011; CALVOPINA et al. 2004;
MOHAMMADIHA et al., 2012). No caso do exame parasitologico, ndo é indicado que
seja utilizado como teste padrdo ouro para leishmaniose, contudo este poderd ser
aproveitada para cultivo em meio bifasico NNN (Novy, Mc, Neal, Nicolle). Assim
como o parasitologico, a cultura demanda muito tempo e apresenta baixa sensibilidade
(MOHAMMADIHA et al., 2012).

A sorologia é o diagndstico mais utilizado pela sua fécil execucdo e boa
sensibilidade, dentre eles destacam-se 0 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) e o Western
Blot (WB) (DA SILVA et al., 2010; MOHAMMADIHA et al., 2012; MONTALVO et
al.,, 2012). Dentre eles, o DAT apresenta altos valores de sensibilidade (93%) e
especificidade (100%), além de ser simples, econdmico para estudos soroldgicos e
epidemioldgicos de rotina (CORTES et al., 2012). Contudo, apesar das facilidades de
execucdo, cuidados devem ser tomados quanto a possiveis reacGes cruzadas com
diferentes espécies de Leishmanias e ainda com o Trypanosoma cruzi (MONTALVO et
al., 2012).

Com relacdo as técnicas moleculares, 0 PCR (Reacdo em cadeia pela
polimerase) tem sido bastante empregado em estudos com cdes, seres humanos e
flebotomineos, podendo ainda ser associado ao DAT no diagnostico de animais
assintomaticos com L. (i.) infantum (MOHAMMADIHA et al., 2012).

No Brasil, o Programa de Vigilancia e Controle da LVVC adota como métodos
sorolégicos o ELISA para triagem e a RIFI (titulos de 1:40) como confirmatorio,
independente da presenca de sinais clinicos nos cdes. Contudo, de forma gradativa esta
sendo implementada a utilizagdo do teste rapido de imunocromatografia para triagem
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dos animais e o ELISA como teste confirmatério (BRASIL, 2011). Com relacédo a
sensibilidade, a RIFI € considerada inferior ao ELISA (FRAGA et al., 2012).

A associagao entre as técnicas associadas ao exame clinico e histérico do animal
continuam sendo a forma mais confiavel de diagnostico, contudo na América do Sul
ainda existe uma grande dificuldade em se realizar os testes em animais suspeitos, fato
este que se da pela proprietario ndo procurar assisténcia veterindria ou pela ndo
disponibilidade dos testes de diagnostico sensiveis (DANTAS-TORRES et al., 2012).

2.5.5 Leishmaniose e animais silvestres

Assim como animais domeésticos, 0s animais silvestres podem atuar como
reservatorios da leishmaniose (MOLINA et al., 2012). Sdo considerados reservatorios
todo hospedeiro no qual o agente infeccioso vive de forma natural e multiplica-se,
atuando, portanto, como fonte de infec¢do. Tal agente deve ainda ser idéntico aquele
capaz de infectar o ser humano (THRUSFIELD; 2004; DANTAS-TORRES; 2007).

Os canideos, de forma geral, atendem todas as exigéncias para serem
incriminados como eficientes reservatorios da leishmaniose e, devido ao um maior
contato entre 0 homem e o cdo doméstico, este animal torna-se o mais estudado acerca
da doenca (DANTAS-TORRES; 2006). Contudo, animais sintomaticos ou
assintomaticos, selvagens ou domesticos, tem igual papel na transmissdo da doenca
atuando como fonte de infeccdo para os flebotomineos e consequentemente como
reservatorio de Leishmanias (MOHAMMADIHA et al., 2012). Além disso, 0s animais
assintomaticos podem representar 50 a 60% do total de animais infectados sem, no
entanto, desenvolver sinal clinico sugestivo, mesmo que apresentem altos indices de
parasitismo (AZEVEDO et al., 2011).

A maioria dos estudos acerca da leishmaniose em animais silvestres tem sido
voltado nos ultimos anos a identificacdo de possiveis reservatorios, tendo sido
observado que espécies mantidas em cativeiro podem ser acometidas e ainda
desenvolver quadros clinicos graves ou fatais. No Brasil, onde a leishmaniose
apresenta-se de forma endémica, este fato ja tem sido observado em um grande nimero
de instituicbes (ESTEVES et al., 2005; GILROY et al., 2011). Neste contexto, 0 estudo
das leishmanioses em animais selvagens atualmente apresenta importancia tanto na
salde publica, como ainda em relacdo a conservacdo de espécies ameacadas
(FORNAZARI & LANGONI, 2014).
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Diversos estudos ja comprovam que a L. infantum pode ser encontrada em
reservatorios silvestres, sugerindo sua importante participacdo no ciclo selvatico da
leishmaniose, mesmo na auséncia do cdo doméstico (MOLINA et al., 2012).

Dentre os reservatorios silvestres ja relatados na Espanha temos o rato de
telhado (Rattus rattus) e ratazana (Rattus norvegicus), o rato do campo (Apodemus
sylvaticus), o rato-das-hortas (Mus spretus), a lebre-andina (Lepus granatensis), a
gineta-européia (Genete geneta), o lince-ibérico (Lynx pardinus), a marta (Martes
martes), a doninha-and (Mustela nivalis), o texugo-europeu (Meles meles), 0 manguco
(Herpestes ichneumon), os lobos (Canis lupus) e as raposas vermelhas (Vulpes vulpes)
(MOLINA et al., 2012). O gambé (Didelphis marsupialis) infectado na Colémbia e na
Venezuela foi identificado também o rato de telhado (Rattus rattus) (DANTAS-
TORRES, 2006). No Brasil, ha relatos da existéncia de ciclo silvestre da leishmaniose
envolvendo o o cachorrodo-mato (Cerdoncyon thous), o lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus) a raposa do campo (Pseudalopex vetulus) e o0 gamba (Didelphis albiventris)
(GOMES et al., 2007; AZEVEDO et al., 2011).

No Brasil, os tatus ja foram incriminados como reservatério natural da
Leishmania Viannia naiffi, causadora da forma tegumentar da doenca (SHAW, 1999).
No municipio de Afonso Claudio, Espirito Santo, um estudo que visava aprofundar 0s
conhecimentos sobre a epidemiologia da leishmaniose tegumentar, ocasionado pela
Leishmania brasiliensis, detectou como provaveis reservatorios o E. sexcinctus (tatu-
peba) e o Agouti paca (paca), os quais atraiam flebotomineos antropofilicos. No estudo
em questdo, o cdo e o préprio homem atuaram como fonte de infeccdo (FALQUETO,
1997).

As preferéncias sobre o habitat demonstradas pelos flebotomineos influenciam o
grau de contato que eles exercem sobre os humanos (DAVIES et al., 2000). Alguns
trabalhos j& apontam, por exemplo, os tatus como preferéncia alimentar de fémeas do
género Lutzomyia (SILVA, 2008; XIMENES et al., 1999). Embora ndo haja relatos na
literatura que evidenciem o papel dos tatus-peba na transmissdo das leishmanioses, a
presenca de abrigos desses animais em regides peridomiciliares, em associagdo com
caes, contribuiu para a agregacdo dos flebotomineos, sendo, portanto, considerado como

importante fator de risco na transmissao de Leishmania spp. (XIMENES et al., 1999).

2.5.6 Leishmaniose e salde publica
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Do ponto de vista clinico e epidemioldgico, a Leishmaniose visceral esta
dividida em duas formas: a Leishmaniose Visceral Zoonotica (LVZ), a qual afeta os
humanos, sendo as criangas as mais suscetiveis e aponta o cdo doméstico como seu
principal reservatério; e a Leishmaniose Visceral Antropondtica (LVA), onde 0s seres
humanos sdo 0s Unicos reservatorios e a transmissao se da através da picada de
mosquitos vetores.

Costa (2011) cita um estudo chinés onde, no mesmo pais, coexistem as duas
formas epidemioldgicas da leishamiose, a forma antroponoética (LVA) causada pela L.
donovani ao mesmo tempo em que se observa a forma zoonotica (LVZ) resultantes de
parasitemia ocasionada por L. infantum, mostrando a complexidade de estabelecer um
controle efetivo para esta doenca, visto que estes agentes apresentam ciclos bioldgicos
distintos. Para a Saude Publica, ambas sdo importantes, poréem a LVZ € ainda um
importante problema para a Medicina Veterinaria. Fraga et al. (2012) observaram ainda
que, em alguns locais endémicos para LV, ocorrem surtos periodicos da doenca. Isso
sugere que ocorre a manutencdo do parasito nestas areas, mesmo durante periodos em
que aparentemente a doenga esta ausente.

Estima-se que ocorra cerca de 0,5 milhdes de casos de leishmaniose visceral por
ano no mundo, onde o maior ndmero de casos € relatado na india, Nepal, Bangladesh,
Sudéo e Brasil. Acredita-se contudo, que este nimero esteja ainda subestimado (BERN
et al. 2008; REITHINGER, 2008).

A distribuicdo da doenca estd diretamente relacionada a movimentos
populacionais, disponibilidade de reservatorios, fatores socioeconémicos, distribuicdo
do vetor e alteragbes ambientais ocasionadas pelo impacto humano (DANTAS-
TORRES, 2006; COSTA, 2011). Estes fatores levam ao surgimento gradual de novos
casos em regides onde antes ndo havia relatos (SILVA et al., 2008). Um outro fator
agravante para o aumento da incidéncia da doenca é caréncia de dados epidemioldgicos
em areas endémicas, visto que os profissionais da salude geralmente baseiam-se apenas
nos sinais clinicos, ndo realizando levantamentos taxonémicos essenciais para
vigilancia epidemiolégica (DAVIES et al., 2000).

Em estudo conduzido na Bahia, foi observado que mesmo nos anos em que a
leishmaniose apresentou baixa taxa de incidéncia em humanos, ou durante épocas pouco
favoraveis ao desenvolvimento dos flebotomineos, o indice de infec¢do chegou a 17%
(FRAGA et al., 2012).
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E responsabilidade das autoridades de satde publica e dos médicos veterinarios
responsaveis pelos animais evitar a disseminacdo do agente causador da leishmaniose,
afim de diminuir o estabelecimento da doenca em novos reservatorios, bem como em
novas areas, respectivamente (DANTAS-TORRES et al., 2012).

Para se estabelecer medidas eficazes de controle se faz necessario, ainda, o
conhecimento acerca ecologia do agente. Estes resultados possibilitam identificar os
fatores de risco determinantes para a ocorréncia da doenca, 0s quais estdo diretamente
relacionados com: os vetores flebotomineos, os hospedeiros reservatorios e ainda o
comportamento humano, o qual influencia, por exemplo, no tipo de moradia adotada
por eles (DAVIES et al., 2000). Contudo, a maior dificuldade encontrada tem sido a
ecologia do vetor, tendo em vista que o controle das formas intermediarias dos
flebotomineos ndo podem ser aplicadas como nos mosquitos, 0s quais se desenvolvem
apenas na agua, tendo em vista que estes, tanto o ovo, como a larva e a pupa se
desenvolvem em diversos tipos de solo.

Portanto, interromper a transmisséo € a forma mais pratica e menos onerosa de
se combater o ciclo de infec¢éo, visto que a¢bes que atinjam apenas a populacdo canina
e ndo abranjam humanos e reservatérios silvestres, serdo ineficientes para o controle da
enfermidade (DANTAS-TORRES et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO
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3.2 AMOSTRAS

Foram utilizados 33 tatus da espécie Euphractus sexcinctus, machos e fémeas,
jovens e adultos, de vida livre. Estes animais foram provenientes de capturas e
apreens0es realizadas pela Policia Ambiental da Prefeitura Municipal de Mossord-RN, e
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) e foram transportados até o Laboratorio de Estudos em Imunologia e Animais
Silvestres (LEIAS) na Universidade Federal Rural do Semiérido (UFERSA), no
municipio de Mossor6/RN, onde foram realizadas as coletas de material biologico.

Os animais foram mantidos no LEIAS sob condicGes favoraveis a sua
manutencdo, sendo-lhes fornecido agua e racdo e vontade em ambiente com ventilacao
natural.

O presente estudo foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacéo em
Biodiversidade (SISBIO), sob licenca de nimero 42879-1, e cddigo de autenticacdo
88152585.
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3.3 COLETA DO SANGUE

Todos os animais foram submetidos a uma medicacdo pré-anestésica
utilizando cloridrato de cetamina (Cetamin a 10%®, 10mg/kg) associada a cloridrato de
xilazina (Xilazin a 2%®, 1mg/kg). Para o calculo correto da dosagem dos
medicamentos, os animais foram pesados em balanca digital.

O estresse ao qual estes animais foram submetidos foi minimizado pela
utilizacdo de colchdo térmico durante todo o procedimento além de garantirmos uma
maior assepsia do ambiente. O sangue foi coletado através da veia femoral (Figura 3),
utilizando seringas de 3ml e 1 gota de EDTA para cada ml coletado. Apds a coleta, 0
sangue foi centrifugado a 1200xg por 15 minutos, sendo o0 soro separado do sangue total
em tubos de Eppendorf® e estocados a -20°C até a realizagio dos testes soroldgicos.

Figura 6: Coleta de sangue via veia femoral em tatu-peba (E. sexcinctus). Arquivo
pessoal

3.4 SOROLOGIA

Os testes soroldgicos foram realizados no Ndcleo de Pesquisas em Zoonoses
(NUPEZO), do Departamento de Higiene e Saude Publica da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ), na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita” (UNESP), Campus de Botucatu, SP, sob supervisdo do Dr. Hélio Langoni,
Professor Titular da Disciplina de Zoonoses e Saude Publica.

A pesquisa soroldgica foi realizada para detecgdo de anticorpos anti-Leptospira

spp., anti-Toxoplasma gondii e anti-Leishmania infantum.
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3.4.1 Soroaglutinacédo Microscépica (SAM) para leptospirose

Para a deteccdo de anticorpos contra Leptospira spp. foi utilizada a técnica de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), de acordo com as normas do Ministério da
Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Como antigenos, foram utilizados 25 sorovares e quatro sorovariantes do sorovar
Hardjo, os quais foram mantidos vivos e repicados semanalmente em meio
Ellinghausen-McCulloughJohnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®, Detroit,
USA), a 28°C. Os sorovares utilizados foram: Australis, Bratislava, Autumnalis,
Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot,
Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama,
Pomona, Pyrogenes, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc e Hardjo (H.
prajitno, H. miniswajezak, H. C.T.G. e H. bovis).

Diluicao dos soros:

Inicialmente, cada amostra de soro foi diluida em solugdo salina com tampéo
fosfato (PBS) com pH 7,6 na diluicdo 1:50, adicionando-se 100 pL do soro a 4,9 mL da
solucdo em tubos de ensaio. Com auxilio de micropipeta, todas as amostras foram
transferidas para uma microplaca de poliestireno de fundo chato. Posteriormente, 50 puL
de cada antigeno foi adicionado as amostras de soro. Como controle negativo foi
utilizado o PBS de pH 7,6. As microplacas foram agitadas e incubadas por 1 horas em
estufa seca a 28°C. Apds a incubacgdo, com auxilio de alca bacterioldgica, foi transferida
uma gota de cada poco para uma lamina lisa de vidro para posterior leitura em
microscopio 6tico de campo escuro (Carl Zeiss®, Alemanha), com lente ocular 10
(100x).

Leitura dos resultados:

O grau de avaliacdo das aglutinacfes foi medido de acordo com os critérios da
Organizagdo Mundial de Saude e Ministério da Salde, Brasil (Brasil, 1995), sendo
portanto, consideradas positivas amostras que apresentaram 50% ou mais de leptospiras
aglutinadas. As amostras consideradas positivas foram novamente submetidas a analise
com o objetivo de determinar qual o titulo de anticorpos para cada sorovar reagente. Pra
1sso, 100puL das amostras ja diluidas a 1:50 foram transferidas para uma nova
microplaca de fundo chato, sendo entdo adicionados 50 uLL de PBS de pH 7,6 em outros
cinco pogos dispostos horizontalmente ao lado da amostra, obtendo-se, desta forma,
dilui¢des 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600. A diluigéo foi realizada na razéo de dois
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onde 50uL foram transferidos do primeiro poco para o segundo, homogeneizando e
novamente transferido S0uL para um terceiro e assim por diante até que os cinco pocos
estivessem preenchidos.

Por fim, foi adicionado a cada poco 50uL do sorovar considerado positivo na
diluicdo de 1:100. O titulo final foi considerado de acordo com a maior diluicdo

apresentada para cada sorovar.

3.4.2 Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) para toxoplasmose

O teste de aglutinacdo modificado (MAT) foi utilizado para analise de
anticorpos contra Toxoplasma gondii de acordo com Desmonts e Remington (1980). Os
soros controle positivo e negativo foram gentilmente cedidos pelo Departamento de
Diagnostico de Zoonoses, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Ciéncia Animal,
UNESP, Botucatu.

Diluicéo dos soros:

O soro dos animais foi diluido em solucéo salina de tampéo fosfato (PBS), com
pH 7,2 e 0,01M contendo 0,05% de tripsina e incubado em banho-maria sob 37°C sob
agitacdo continua. Por¢Bes sdo examinadas microscopicamente a cada 5 minutos para
rompimento das células. Assim que as células se rompem, a suspensdo de parasitas é
centrifugada por 10 minutos a 600xg, o sobrenadante € descartado e o0s parasitas sdo
resuspendidos em PBS e novamente centrifugados.

Apobs a segunda centrifugacdo, os parasitas sdo suspensos em formalina a qual
foi previamente diluida em 1:5 de PBS (6% solucdo de formaldeido). Os parasitas se
mantém na formalina overnight. No dia seguinte (no minimo 16 horas apds suspensao
na formalina), eles sdo centrifugados e resuspensos em PBS. O sedimento é lavado em
PBS trés vezes para remover tantos os debris celulares quanto o formaldeido. Os
parasitas sdo entdo suspendidos em tampdo acalino (pH 8,7), contendo 7,02g de NaCl,
3,09g de H3BOs3, 24ml de 1 N NaOH, 4g de albumina plasmética bovina (fragdo V) e
agua destilada suficiente para que a solucéo atinja o volume final de 1 litro. A suspensdo
é mantida a 4°C (sem congelar).

O teste ¢ realizado em placas de microtitulo com pogos em forma de U. S&o
distribuidos em cada poco 50ul de 2ME de 0,2M (14ml/l) diluidos em PBS. Duas

diluicdes pareadas de cada soro séo realizadas, iniciando por 1:20. Posteriormente 50ul
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de antigeno é distribuido em cada poco. As placas séo agitadas para permitir completa
mistura do contetido dos pocos e sua incubacéo é feita a 32°C overnight.

Leitura dos resultados:

A formacédo de um botdo depositado no fundo do pogo da placa foi interpretada
como negativa enquanto a completa aglutinacdo do material formando dentro do poco

foi considerado uma amostra positiva.

3.4.3 Teste de aglutinacao direta (DAT) para leishmaniose

O teste de aglutinacdo direta (DAT) foi realizado de acordo com o descrito por
Harith et al. (1986), havendo apenas algumas modificacdes.

Como antigeno foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania infantum
na fase estacionéria. O antigeno foi submetido a centrifugacdo a 4.000xg durante 15
minutos, sob temperatura de 4°C, posteriormente foram realizadas cinco centrifugacdes
a 3.200xg durante 10 minutos (4°C), e lavagem do pellet por adigdo de 200 volumes
iguais de Solucdo de Locke (SL) (NaCl 4,5g; KCI 0,21g; CaCl 0,12g; NaHCO3 0,1g;
Glicose 0,5¢, agua deionizada estéril 500 mL), sendo mantido incubado nesta solugédo
por 45 minutos a 37°C, contendo ainda, tripsina, a 0,4%. Apds esta etapa, foram
realizadas cinco lavagens a 3.200xg, conforme citado anteriormente, estando a
suspensdo do pellet na concentracio de 2x10® promastigotas/mL e adicdo do mesmo
volume de formaldeido a 2% (peso/volume) em SL, realizando-se a incubacdo a 4°C
overnight. Apos o pellet estar fixado, foi realizada mais duas lavagens, com solugdo
fisiologica (SF) gelada onde o pellet foi suspenso em uma concentragio de 1x10°
promastigotas/mL em SF contendo 0,02% do corante Coomassie Brilliant Blue (Sigma-
Aldrich®), sob leve agitacdo durante 90 minutos. Posteriormente, foram realizadas duas
lavagens com SF, com ajuste final da concentracio para 1x108 promastigotas/mL em SF
contendo 1% de formaldeido. O antigeno liquido obtido foi estocado a 4°C em frasco
ambar até sua utilizacdo.

Diluicao dos soros:

Os soros foram inicialmente diluidos em microplaca de fundo chato em
proporcdes de 1:20 a 1:40.960 em solugéo diluente, contendo SF, 0,7% de 2ME e 1% de
Soro Fetal Bovino (Cultilab®), sendo depois transferidos 50ul de cada dilui¢do para

microplacas com cavidades em fundo V, sendo incubadas por 1 hora a 37°C. A sequir,
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foram adicionados 50upl da suspensdo de antigeno liquido, mantendo ainda em
temperatura ambiente e overnight.

Como controle negativo foi utilizado apenas solucdo diluente e como controle
positivo utilizou-se soros positivos e negativos de cdes previamente testados em
laboratério credenciado a partir de técnicas oficiais para leishmaniose visceral
recomendados pelos Ministério da Saude.

Leitura dos resultados:

Para leitura dos resultados, considerou-se amostra positiva aquela em gue nao
houve formacdo de um botdo de coloracdo azul no fundo do poco e a partir de 1:320
(ponto de corte adotado) (HARITH et al., 1989).

3.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos em frequéncia simples e porcentagem através do
programa estatistico SPSS 21.0 (Statistical Package for the Social Sciences). A
associacdo das doencas com as varidveis sexo e idade foi analisada através do teste

exato de Fisher com intervalos de confianga de 95% e nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 33 animais submetidos as analises soroldgicas, 2/33 (6,06%) foram
positivos para Leptospira spp.. Um deles reagiu para o sorovar Canicola (200) e outro
para o sorovar Andamana (200). Resultados similares foram obtidos por Batista et al.
(2005), em pesquisa conduzida na mesma regido do presente estudo, onde 14/64
(21,54%) Euphractus sexcinctus mantidos em cativeiro na zona rural apresentaram
anticorpos anti-Leptospira spp., e 0s sorovares encontrados foram Pomona (50%), Patoc
(41 ,67%) e Panama (8,33%), com titulos que variaram entre 100 e 200. Estes
resultados demonstram a exposi¢do dos tatus-peba as leptospiras na cidade de Mossord
e regides circunvizinhas, indicando seu potencial como reservatdrio deste agente,
apontando, ainda, a grande diversidade de cepas circulantes. Assim como em nosso
estudo, os sorovares observados por Silva et al., (2005) sugerem uma menor
probabilidade destes animais terem contraido a infeccdo através de roedores, visto que
estes apresentam geralmente o sorovar Icterohaemorrhagiae (BHARTI et al 2003).
Anticorpos anti-Leptospira spp. foram também detectados em tatus de vida livre do
Estado de Sdo Paulo (SILVA et al. 2008), observando que 1/3 (33,33%) dos E.
sexcinctus reagiu para o sorovar Hardjo, com titulo de 50, e 3/31 (9,68%) dos D.
novemcinctus, também para leptospirose, reagiram contra os sorovares Autumnalis
(200), Grippotyphosa (50) e Patoc (100). Este tltimo é comumente observado em seres
humanos, representando, assim, um potencial risco a saude publica (QUINN et al.
2005).

O sorovar Andamana relatado em nosso estudo foi também encontrado em 8/94
diferentes espécies de primatas neotropicais no Estado do Pard (COSTA, 2010), todos
apresentando titulacdo 100. Andrade (2007) também encontrou em primatas o sorovar
Andamana, sendo este o de maior frequéncia em seu estudo. A leptospirose em primatas
esta se tornando cada vez mais importante, tendo em vista que estes animais podem
atuar como reservatorios e portadores renais do agente, colocando em risco humanos
gue manipulam estas espécies, como funcionarios de zooldgicos trabalhadores,
laboratoristas e médicos veterinarios, além de outros primatas ou diferentes animais que
compartilham seu habitat (SCARCELLI et al., 2003).

Esteves et al. (2005) também encontrou o sorovar Andamana em 25% (1/16) de

tartarugas gigantes Geochelone spp. e em 66,6% (2/3) de jaguatiricas Leopardus

52



pardalis. Este sorovar foi relatado, ainda, em animais domésticos como cées (AVILA et
al., 1998) e bovinos (CAMPOS JR. Et al., 2006).

O sorovar Canicola é conhecido por sua ocorréncia em caninos (VEIGAS et al,
2001; SANTA ROSA et al., 1975; ADLER; DE LA PENA, 2009; AVILA et al. 1998),
contudo ja foi citado em animais silvestres como o lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus), a onca-parda (Puma concolor) e em Tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus), sendo, neste estudo, o sorovar Canicola o mais prevalente (47,05%) dentre os
observados (ESTEVES et al., 2005).

Os sorovares Andamana, Autumnalis e Grippotyphosa também tém sido
relatados em animais silvestres (VASCONCELLQOS, 2004; ESTEVES et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). O potencial zoon6tico dos tatus na
leptospirose foi confirmado desde 1964, quando o sorovar Autumnalis foi isolado pela
primeira vez em nestas espécies no Brasil (ROTH, 1964), nele 3% dos animais foram
reativos para este sorovar, com titulos iguais a 200. Lins e Lopes (1984) também
encontraram anticorpos para os sorovares Hebdomalis, Grippotyphosa e Cynopteri em
3/57 (5.26%) em espécimes de Dasypus novemcinctus no Estado do Para, demonstrando
a grande variedade de sorotipos possiveis de se observar em tatus de diferentes regides
do Brasil.

Os tatus de vida livre, principalmente aqueles encontrados em areas rurais, Sao
destinados, geralmente, a alimentacdo e artesanato, sugerindo a possibilidade destes
animais silvestres participarem na epidemiologia da leptospirose para o homem.

O percentual de reatividade para Leptospira spp. em nosso estudo pode ser
considerado relativamente baixo, visto que estes animais apresentam habitos fossoriais,
utilizando-se de tocas como abrigos, aumentando, assim, 0 seu contato com outras
fontes de infeccdo como, por exemplo, os roedores, como indica Baulu et al. (1987).
Caso os animais tenham sido acometidos pela infeccdo apds serem instalados em
cativeiro, as possiveis fontes de infeccdo podem ter sido a &gua, contato com roedores
sinantrépicos ou demais animais presentes nos arredores do cativeiro (COSTA, 2010).

Os animais silvestres parecem estar propensos a desenvolver a leptospirose,
tendo em vista o contato direto com urina de animais infectados, agua, solo ou
alimentos contaminados. Este fato reforca que a educacdo ambiental deve ser levada
mais a sério, bem como as consequéncias da caca ilegal, manipulacdo inadequada de

animais silvestres ou ingestdo de sua carne (SILVA et al., 2008).
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N&o foram observadas diferencas significativas na associacdo entre dados
epidemioldgicos e soropositividade para anticorpos anti-Leptospira spp. (P>0.05),
contudo, apenas machos foram reativos ao teste (Tabelas 1). Uma maior
soropositividade para Leptospira spp. relacionada aos machos foi também documentada
por Baulu et al. (1987) e Andrade (2007), em estudos realizados com primatas
neotropicais, contudo estes resultados podem estar relacionado ao fato de que a
quantidade de amostras avaliadas pertencentes ao sexo masculino foi superior as
amostras de primatas do sexo feminino, em ambos o0s estudos, ndo podendo revelar uma
associacdo da positividade com o sexo. Estes resultados diferem do observado em nosso
estudo onde o nimero de fémeas analisadas foi maior que o nidmero de machos e
nenhuma delas apresentou reatividade ao agente. A maior positividade nos machos em
nosso estudo pode estar relacionada a fatores intrinsecos do género masculino nestas
espécies, tais como o habito de, durante o periodo reprodutivo, percorrer grandes

distancias ou se misturar com outros animais ou grupos de animais (ANDRADE, 2007).

Tabela 1. Associacdo entre dados epidemioldgicos e soropositividade para
anticorpos anti-Leptospira spp. em tatu-peba (Euphractus sexcinctus)

Leptospirose

Variavel OR (IC95%)° pd
SAM? (%) NP
Sexo
Fémea 0 (0,0) 16
- 0,485
Macho 02 (100) 15
Idade
Adulto 01 (50,0) 19 1
1,0
Jovem 01 (50,0) 12 1,58 (0,08 — 28,42)
& SAM = Numero de animais positivos para o teste de soroaglutinacdo microscépica

(titulo = 200), ® N = NUmero de animais negativos, ¢ OR (IC95%) = Odds ratio
(Intervalo de confianca a 95%); 9P= valor de P = 5%

Para a pesquisa de toxoplasmose, 2/33 (6,06%) das amostras apresentaram
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, todas com titulo igual a 400. Resultados similares
foram obtidos em estudos conduzidos no estado de S&o Paulo, onde Silva et al. (2006)

detectaram a presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em 1/9 (11,11%) dos tatus
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da espécie Dasypus novemcinctus, com titulo de 256, e em 2/3 (66,6%) dos Euphractus
sexcinctus, ambos apresentando titulagdo igual a 512. Ainda no mesmo estado, Silva et
al. (2008) observaram que 4/31 (12,9%) dos Dasypus novemcinctus foram positivos pra
T. gondii. Visto que o E. sexcinctus apresenta habitos alimentares generalistas, ele
possui, portanto, maior probabilidade de se contaminar através da ingestdo de oocistos.

Ainda corroborando com nossos resultados, Burridge et al., (1979) em estudo
conduzido na Floérida, observaram que 12/63 (19%) dos tatus Dasypus novemcinctus
foram positivos para anticorpos contra Toxoplasma gondii a partir do teste de
hemaglutinacdo indireta (HAI). No mesmo estudo, anticorpos contra T. gondii foram
também detectados em um lince-pardo (Linx rufus), os quais se alimentam
principalmente de roedores, tatus e gambas. O fato de felideos selvagens serem
reconhecidos como real fonte de infeccdo e transmissdo da toxoplasmose, reforca a
importancia dos cuidados com estes animais silvestres (SILVA et al., 2008). Estes
resultados apontam a importancia do carnivorismo para a manutengdo do agente entres
0s animais silvestres.

Um outro estudo mostrou que 15 felideos, dentre eles, predadores de tatus, tais
como Felis pardalis (jaguatiricas), Panthera onca (jaguares) e P. concolor (pumas)
disseminavam oocistos de T. gondii através das fezes (hospedeiros definitivos) apos
infeccdo natural (SILVA, 2007). De acordo com Wang (2002), as jaguatiricas (F.
pardalis) alimentam-se de tatus e outros mamiferos terrestres, indicando um provavel
ciclo de vida selvagem do T. gondii.

Pode ainda existir uma conex&o entre o ciclo domestico e selvagem de T. gondii,
principalmente devido uma adaptacdo de muitos hospedeiros intermediarios selvagens
para 0 ambiente urbano. Animais como tatus, gambas e roedores sdo geralmente
encontrados em perimetros residenciais, e eles podem se tornar infectados ingerindo
oocistos dos felinos. Por outro lado, gatos domésticos podem se tornar infectados
quando predam animais sinantrépicos (FRENKEL; DUBEY, 1972; BURRIDGE et al.,
1979).

Estes estudos nos ajudam a elucidar como os animais selvagens podem contrair
a toxoplasmose mesmo na auséncia de felideos domésticos, visto que os tatus em vida
livre, além de outras formas de se contaminar com oocistos, estardo expostos ao contato
com felideos selvagens os quais podem atuar como hospedeiros definitivos da

toxoplasmose.
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Apesar de existirem poucas informacfes divulgadas acerca da infeccdo de T.
gondii em tatus, bem como dos demais Xenarthras, no Brasil e na America do Sul, o
habito de compartilhar tocas e procurar por alimento no solo podem ser algumas das
razdes para considerar que a infeccdo nestes animais ocorra a partir da contaminacao
por oocistos (VITALIANO et al., 2014).

Diferencas significativas ndo foram observadas acerca do sexo e idade destes
animais para o Toxoplasma gondii (P>0.05), contudo, apenas os tatus-peba fémeas e
jovens foram positivos para toxoplasmose 2/2 (100%) (Tabela 2). Resultados similares
foram obtidos em estudo realizado em primatas neotropicais da espécie Cebus apella
nigritus de vida livre conduzido por Silva et al., (2008), onde nenhuma diferenca
significativa foi observada acerca do sexo e da idade. Variaveis como a alimentacgéo
desses animais, sua fonte de agua ou predatismo de roedores poderiam ser consideradas
relevantes para a associacdo, contudo, o levantamento destes dados ndo foi realizado
(GARCIA et al., 2005).

Tabela 2. Associacdo entre dados epidemioldgicos e soropositividade para
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em tatu-peba (Euphractus sexcinctus)

Toxoplasmose

Variavel OR (1C95%)° pd
MAT? (%) NP
Sexo
Fémea 02 (100,0) 14
- 0,227
Macho 0(0,0) 17
Idade
Adulto 0(0,0) 20
- 0,148
Jovem 02 (100,0) 11

& MAT = Numero de animais positivos para o teste de aglutinacdo modificado (titulo =
400), ® N = Ndamero de animais negativos, ¢ OR (IC95%) = Odds ratio (Intervalo de
confianca a 95%); 9P= valor de P = 5%

Assim como os tatus, 0s quatis e 0s marsupiais, 0s primatas sdo considerados
sentinelas para a ocorréncia de toxoplasmose (ACHA & SZYFRES, 2003), uma vez que
tem acesso a ambientes urbanos ou mesmo domésticos e alimentam-se de frutas e

vegetais que podem estar contaminados com oocistos, ampliando o risco da infecgdo em
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humanos para areas rurais, urbanas e silvestres. Portanto, a ingestdo de formas
infectantes atraves de carne mal passada, bem como da manipulacdo de carcacas de
animais selvagens podem ser considerados como potencial fonte de infeccio (BOIA et
al., 2008). Ndo ha estudos determinando a importancia dos animais selvagens na
transmissdo do T. gondii para o homem. Porém, a alta soroprevaléncia em algumas
espécies apreciadas por cagadores indicam que seu consumo pode representar uma via
de transmisséo (SILVA, 2006).

Em relacdo a leishmaniose, 3/33 (9,09%) animais foram reagentes para o
antigeno de Leishmania infantum, e apresentaram titulos de 320 (3/33; 9,1%). Nosso
estudo foi o primeiro a relatar a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania infantum em
Euphractus sexcinctus. O DAT é utilizado como teste confirmatério para leishmaniose
visceral quando titulos altos sdo detectados (VEEKEN et al., 2003), contudo, mais da
metade dos tatus examinados (17/33; 51,5%) apresentaram algum nivel de anticorpo
detectavel ao DAT, entre 20 e 160, o que pode indicar contato com o parasita ou
infeccdo recente. Ndo se pode descartar, porém, a possibilidade de reacdo cruzada,
especialmente com parasitas do género Trypanossoma, intimamente relacionado a
Leishmania (MEREDITH et al., 1995). Até hoje, a L. naiffi tém sido relatadas em tatus
da espécie D. novemcinctus, sendo esta uUltima isolada em sangue, baco e figado
(LAINSON; SHAW 1989, NAIFF et al. 1991). E importante observar que, assim como
preguicas e tamanduds, os tatus sdo cacados e sua carne é utilizada para alimentacédo na
América do Sul. Outro fato relevante é que, em muitos casos, os filhotes dos animais
mortos sdo levados pra casa dos seus cacadores e ficam sob seus cuidados até a vida
adulta (ROQUE; JANSEN 2014). E possivel que, associado & presenca de vetores
flebotomineos, haja participacdo destes animais como fonte de infeccdo no ambiente
peridomiciliar e em seu habitat natural.

Apesar do cdo doméstico ser considerado o principal hospedeiro vertebrado e o
principal reservatorio para forma visceral da doenca sem eres humanos, a leishmaniose
visceral tem sido relatada em varias espécies de mamiferos, como carnivoros, primatas,
lagomorfos, morcegos, roedores e cavalos (BECK et al., 2008; LUPPI et al.,2008;
MALTA et al., 2010; SANTIAGO et al., 2007; ARAUJO et al., 2013; MOLINA et al.,
2012; LIMA et al., 2008; PAPADOGIANNAKIS et al., 2010; ROLAO et al., 2005), e
ainda nos edendatas, como relatado em nosso estudo, indicando a suscetibilidade destes
animais a infecgédo por L. infantum, sugerindo, portanto, que estes animais possam atuar

como sentinelas da infeccgdo, principalmente pela grande exposi¢do a que estdo sujeitos
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cacadores ou qualquer pessoa que venha a manipular ou se alimentar destes animais.
Muitos estudos tém demonstrado a presenca de L. infantum em animais selvagens e
sinantropicos, contudo, a importancia destas espécies como potenciais reservatorios
para a manutencdo da doenca ainda deve ser determinado (SOUZA et al., 2014).

Néo foram observados valores significativos entre a associacdo dos dados
epidemioldgicos e a soropositividade para anti-Leishmania infantum em nosso estudo
(P>0.05), contudo, mesmo sendo mais elevado o nimero de animais adultos analisados,
apenas 0s animais jovens apresentaram os anticorpos contra leishmaniose (Tabela 3).

Tabela 3. Associacdo entre dados epidemioldgicos e soropositividade para
anticorpos anti-Leishmania infantum em tatu-peba (Euphractus sexcinctus)

Leishmaniose

Variavel OR (IC95%)° pd
DAT? (%) NP
Sexo
Fémea 02 (66,7) 14 2,28 (0,18 — 27,99)
0,601
Macho 01 (33,3) 16 1
Idade
Adulto 0 (0,0) 20
- 0,052
Jovem 03 (100,0) 10

& DAT = Numero de animais positivos para o teste de aglutinacao direta (titulo = 320),
b N = NUmero de animais negativos, ¢ OR (IC95%) = Odds ratio (Intervalo de
confianca a 95%); 9P= valor de P = 5%

Todos os animais utilizados no estudo apresentavam-se clinicamente sadios.
Portanto, os anticorpos presentes podem ser resultado de uma exposicdo antiga aos
agentes onde a infeccdo foi debelada antes mesmo que pudesse dar inicio a um quadro
clinico sintomatico. Desta forma, mesmo clinicamente saudaveis, animais silvestres
tornam-se potenciais transmissores de zoonoses, fazendo necessario 0 seu
monitoramento desde sua chegada ao cativeiro (NUNES, 2007).

Diversos estudos baseados em inquéritos soroldgicos ja foram realizados tanto
no Brasil como no exterior, sendo relatada a infeccdo por Leptospira spp. em vérias
especies de animais selvagens (SILVA et al.,, 2008; THOISY et al., 2003;
LILENBAUM et al., 2005). Os sinais clinicos mais comuns, tanto no homem como nos
animais, sdo febre, dores musculares, ictericia, hemorragias generalizadas, pneumonia e

insuficiéncia renal (BHARTI et al., 2006), sendo os distlrbios reprodutivos mais
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associados aos animais, tais como o abortamento, nascimentos prematuros, natimortos,
e infertilidade. Contudo, apesar da grande exposi¢do a que os animais de vida livre e
cativeiro estdo a Leptospira spp., pouco se sabe sobre sua importancia como fontes de
infeccdo, estando a maioria dos estudos voltados aos roedores — sinantropicos
(FORNAZARI & LANGONI, 2014).

No que diz respeito a toxoplasmose, tanto nos animais como no homem a forma
assintomaética da infeccdo € extremamente comum ocorrendo na maioria dos casos, onde
a manifestacdo de sinais clinicos se da, geralmente, quando ha o comprometimento do
sistema imune (TENTER, 2000). Mamiferos selvagens apresentam sinais clinicos
semelhantes aos que ocorrem nos animais domésticos e estdo relacionados
principalmente as alteracGes neuroldgicas, respiratérias e oculares (WOLFE, 2003).

Os sinais clinicos da leishmaniose visceral em animais selvagens sdo
semelhantes aqueles apresentados pelos animais domésticos, especialmente os membros
da familia Canidae. Raramente se observam sinais clinicos em animais de vida livre, e,
quando presentes, sdo de pouca gravidade. Nestes casos, pode acontecer duas situacoes,
os animais de vida livre raramente adoecerem na natureza, ou a mortalidade destes néo
permitir que a infeccdo seja observada. O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous),
cachorro-vinagre (Spheotos venaticus), e raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) estdo
entre as espécies selvagens mais descritas na literatura acometidas por leishmaniose
(FIGUEIREDO et al., 2008; SOUZA et al., 2010).

A doenca em mamiferos selvagens se desenvolve de forma semelhante aos
domeésticos, sendo os principais achados de necropsia a emaciagdo, palidez de mucosas,
aumento do figado e despigmentacdo, esplenomegalia e linfoadenopatia. Alteracdes
menos especificas podem ainda ser encontradas, tais como, congestdo pulmonar e
edema, focos hemorragicos na pele, pulméo coragédo e intestino (BECK et al., 2008;
LUPPI et al.,, 2008; MALTA et al., 2010). AlteracGes fisicas como as crostas na
pele, ulcera e alopecia pode ser observada no caso dos canideos selvagens (BECK et
al., 2008; LUPPI et al., 2008; SOUZA et al., 2010). Luppi et al., 2008 relata um
canideo adulto mantido em cativeiro que apresentou sinais como emaciagdo, vémito,
diarreia, anemia, azotemia, polilria, polidipsia e morte apesar do tratamento. Achados
histopatoldgicos foram compativeis para a LV sendo ainda confirmada pela
imunohistoquimica e PCR.

Animais assintomaticos mantidos em cativeiro podem representar um risco para

outros animais suscetiveis e animais sinantropicos no ambiente, bem como pra
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visitantes e funcionéarios do zooldgico, por exemplo, sendo extremamente necessarias
medidas de controle nestas situacdes (JUSI et al., 2011). O ambiente no qual sdo
instalados se torna, portanto, determinante para a instalagdo de provaveis enfermidades,
principalmente devido, na maioria dos casos, 0s animais sofrerem um periodo de
adaptacdo onde passam por situacGes de estresse, contribuindo direta ou indiretamente
no seu estado imunolégico. Com estes animais é necessario um controle profilatico
rigoroso visando minimizar o impacto que nOvOS microrganismos NOVOS Ou pre-
existentes possam causar nestes individuos. A ocorréncia de doengas torna-se crucial a
fim de se estabelecer o sucesso ou fracasso em programas de manutencdo de espécies
silvestres mantidas em cativeiro. Portanto, a qualidade da &gua e a higiene do ambiente
podem fazer uma enorme diferenca no controle das zoonoses em plantéis (NUNES,
2007; NUNES, et al.,2010).

Desta forma, independente da via de transmissdo pela qual os animais se
infectam, o risco ambiental deve ser considerado, fazendo-se necesséria a realizacéo de
exames parasitologicos e soroldgicos em todos os animais mantidos em cativeiro e/ou
submetidos a qualquer tipo de manejo bem como o monitoramento de animais que
sejam reintroduzidos ou translocados, uma vez que animais silvestres podem agir como

sentinelas da emergéncia e/ou reemergéncia de doencas infecciosas (COSTA, 2010).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta foi a primeira evidéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum em
Euphractus sexcinctus de vida livre. A presenca de anticorpos contra leptospirose,
toxoplasmose e leishmaniose relatadas neste estudo aponta, ainda, uma real exposicéo
dos tatus-peba a estas doengas.

A relevancia desses dados estd relacionada, principalmente, a saide publica,
visto que tais zoonoses requerem medidas de prevencdo e controle, a fim de evitar a
infeccdo em humanaos.

Estes resultados nos permite concluir que 0 homem deve assumir uma postura de
maior atencdo antes de consumir carne de tatu mal crua ou mal cozida, bem como,
aumentar os cuidados durante seu manejo em casos onde estes animais séo mantidos em
cativeiro, tendo em vista, a real possibilidade destes animais serem portadores de

agentes com potencial zoonético.
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