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RESUMO

ARAUJO, DEBORA VITORIA FERNANDES DE. DIAGNOSTICO MOLECULAR
DE Leptospira sp. COM CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). 2019. 39 f.
(Trabalho de Conclusdo) Curso em Medicina Veterindria, Universidade Federal de
Campina Grande, Patos, 2019.

O cateto (Pecari tajacu) pertence a ordem Artiodéctila, a subordem Suiformes,
superfamilia Suoidea e a familia Tayassuidae e s@o conhecidos por sua larga capacidade
de adaptacdo fisiolégica e sobrevivéncia através de seu comportamento e se mostra com
potencial e valor zootécnico para a produgdo de carne e couro, sendo considerada uma
das espécies silvestres mais consumidas no Brasil. Hid uma escassez de dados
disponiveis na literatura na drea de doencas infectocontagiosas que afetam os catetos,
como a leptospirose, uma zoonose emergente e com alta prevaléncia em paises tropicais
e subtropicais. Além disso, mesmo que rdpido o manejo € inevitdvel que existam fatores
estressantes que desencadeie respostas categorizadas no animal. S3o necessdrios a
realizacdo de exames prévios em espécies silvestres para determinado manejo na pratica
veterindria preventiva para entdo introduzir o animal em uma criagdo comercial.
Objetivou—se realizar a deteccdo de DNA de Leptospira sp., utilizando-se amostras de
suabe do trato reprodutivo de cateto de criadouros legalizados. Os protocolos
metodoldégicos do projeto foram aprovados junto ao MMA, ICMBio e SISBio com o
protocolo de niimero 36263-5. Foi aprovado ao Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA/CSTR/UFCG), campus de Patos com o protocolo de nimero05/2018.
As atividades de campo incluiram a colheita de secre¢do vaginal e prepucial em suabe
de todos os catetos dos criadouros incluidos no estudo e o envio das amostras para o
Laboratério de Biologia Molecular do Semidrido (BIOMOL), o DNA foi extraido
através da utilizacdo de dois primers LipL32-45F e LipL32-286R com amplificacio do
gene Lipl.32 como alvo. Nas 48 amostras de fluido vaginal e prepucial foi realizada a
PCR e todos os animais foram negativos no ensaio. Nao foi evidenciada a presenga do
agente etioldgico pelo diagndstico molecular, todavia ndo se pode desconsiderar a
participacdo dos mesmos como reservatorios nas infeccoes. Uma vez que € uma
zoonose de cardter reprodutivo e de risco ocupacional, conjuntamente, a exploracdo
comercial de uma espécie em ascensao, se faz necessdrio a investigacdo dos focos de
doencas infecciosas na vida selvagem, em animais de vida livre e criados em cativeiro.
Dessa forma, avaliar fatores epidemiolégicos na manuten¢do da sanidade animal para
diminui¢do de perdas econdmicas e garantir a conservacao da espécie.

Palavras-chave: Tayassuidae, PCR, leptospirose, suabe vaginal, suabe prepucial



ABSTRACT

ARAUJO, DEBORA VITORIA FERNANDES DE. DIAGNOSIS OF Leptospira sp.
WITH COLLARED PECCARY (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). 2019. 39 f.
(Trabalho de Conclusdo) Curso em Medicina Veterindria, Universidade Federal de
Campina Grande, Patos, 2019.

The collared peccary (Pecari tajacu) belongs to the order Artiodactyla, to the suborder
Suiformes, superfamily Swine and to the family Tayassuidae and are recognized for
their great capacity of physiological adaptation and the escape for their behavior and it
shows with potential and zootechnical value for the production of meat and leather,
being the company one of the most consumed wild in Brazil. There is a paucity of data
available in the literature that infects catastrophes, such as leptospirosis, an emerging
disease with high prevalence in tropical and subtropical countries. In addition, even if
the user is unavoidable, stressors are not described categorized in the animal. Inspection
of previous evidence in wild species for a certain management in the veterinary
preventive practice to then introduce the animal into a commercial breeding. The
objective of this study was to detect Leptospira sp. DNA, using samples from the
reproductive tract of collared peccary. The methodological systems were used in
conjunction with MMA, ICMBio and SISBio with protocol number 36263-5. It was
approved by the Ethics Committee on Animal Use Research (CEUA / CSTR / UFCG),
Patos campus with the protocol number 05 / 2018. As the field activities include a
collection of vaginal and preputial secretion in swine from all the hounds from breeding
sites then the DNA was extracted by using two primers LipL32 -45F and LipL.32-286R
with amplification of the LipLL.32 gene as a target. In the same 48 vaginal fluid samples
were performed PCR and all animals were negative in the assay. No presence of the
etiological agent was evidenced by the molecular diagnosis, however it was not possible
to disregard the participation of the same as reservoirs in the infections. Since it is a
zoonotic of a reproductive and global risk character, together with a series of research
opportunities, research is needed on the outbreaks of infectious diseases in wildlife, in
free-living animals and captive animals. In the same way, evaluated, epidemiological, in
the maintenance of animal health, to reduce losses and ensure a state of conservation.

Key words: Tayassuidae, PCR, leptospirosis, vaginal suabe, preputial suabe
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1 INTRODUCAO
A América do Sul em sua maioria objetiva ter a fauna silvestre como uma fonte

de proteina animal vidvel para a populacdo. Para uma comercializacdo local e legal é
preciso que haja regularizacdo dos criadouros para que melhor se explore o potencial
reprodutivo de algumas espécies. Pecari tajacu se destaca, no Brasil, como um animal
de viabilidade econdmica para comércio e com grande potencial produtivo para carne,
sendo a sexta carne exdtica mais consumida no pais (RIBEIRO et al., 2017). Embora a
cultura brasileira seja bastante liberal em relagdo a vdrios de seus usos e costumes, a
legislacdo que normatiza o uso da fauna silvestre pode ser considerada extremamente
conservadora (FERON, 1995).

Sendo assim, também conhecido como caititu ou porco-do-mato, esse animal
mostra-se como uma espécie com grande potencial zootécnico para a producao de carne
e couro sendo sua criagdo comercial prevista na legislacdo do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (BONAUDO et al.,
2005). Possui alta adaptabilidade as condi¢des de cativeiro e consome diversos
alimentos, além de ser uma das espécies mais indicadas para serem introduzidas na
atividade comercial.

Diante de tal constatacdo, algumas pesquisas com o cateto j4 comecaram a ser
realizadas, em relacdo a morfologia-fisiologia (LOCHMILLER; GRANT, 1984;
AZEREDO, 2016), sanidade e histéria natural (MARGARIDO, 2001), ecologia
(JACOMO, 2004), genética e melhoramento animal (SILVA, 2006; SOUSA et al.,
2007), viabilidade econdmica da exploracdao (MIRANDA et al., 2010) e reprodugdo
(SILVA et al., 2011).

Uma vez que ndo existem informacdes suficientes para a elaboracdo e ado¢ao de
qualquer tipo de manejo sanitdrio preventivo na criacao destas espécies em cativeiro, a
sanidade animal € a principal base de apoio ao desenvolvimento de qualquer sistema de
producdo animal. A higiene e manejo preventivo tornam a produ¢do economicamente
vidvel (DOMINGUES, 2008). Ademais, a observacdo e o estudo das patologias de
animais possibilitam compreender as possiveis relacdes com os seres humanos, sendo
de grande importincia na saide publica enfermidades que sdo transmitidas dos animais
para o homem, como as zoonoses (ALBUQUERQUE et al., 2016).

O cateto pode ser reservatério do agente da Leptospirose assim se faz importante
o estudo sobre o papel da doenca na vida selvagem, que afeta animais de vida livre e

também criados em cativeiro, tendo em vista também que existe um mercado para
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consumo de carne de animais silvestres, com demanda tanto no mercado interno quanto
no exterior somado a uma nova legislacdo de produtos alimenticios, exigente em
informacdes nutricionais e sanitarias. Além do fato de que os catetos devem sofrer o
minimo de estresse, uma vez que, por ji ser reconhecido que os fatores externos podem
levar o animal ao conjunto de sinais conhecida como sindrome do estresse, sendo assim
torna-se interessante também se utilizar de métodos de diagndsticos pouco invasivos.
Desta forma, pretende-se com este trabalho avaliar a ocorréncia de criadouros positivos
para a leptospirose em catetos no nordeste do Brasil, realizando a PCR proveniente de

amostras de suabes vaginal e prepucial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Catetos (Pecari tacaju)

O cateto (Pecari tacaju) pertence a ordem Artiodactila, a subordem Suiformes,
superfamilia Suoidea e a familia Tayassuidae. Este contém pelagem de coloracdo
marrom e cinza e evidencia-se pela presenca de uma faixa de pelos brancos ao redor do
pescoco (SOWLS, 1997). Seu peso pode estar entre 18 a 25 kg, sua altura vai de 40 a 50
cm (MORAIS et al., 2017) e comprimento corporal varia de 75 a 100 cm (NOWAK,
1991). Sao animais que possuem sua convivéncia em pequenos grupos que variam de 5
a 15, além disso, os grupos permanecem unidos por sua vocalizacdo e expelem através
da glandula dorsal um potente odor (MORALIS et al.,2017).

O Pecari tajacu é comumente confundido com a queixada (Tayassu pecari),
devido a sua ancestralidade em comum, mas na escala evolutiva da familia Tayassuidae
eles dispdem de uma distribuicio restrita a0 Novo Mundo e o cateto possui ampla
distribuicdo geogrifica que contempla do Sul dos Estados Unidos ao Norte da
Argentina e ao passo que as queixadas ocupam do Sul do México ao Norte da Argentina
(MORALIS et al., 2017). Vivem em diversos habitats, onde alcancam desde extensdes de
florestas tropicais umidas a extensdes semidridas, at€é mesmo em regides desértica,
mantendo-se vivo mesmo que estas estejam assoladas.

Essa espécie tem uma larga capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia com
diversas condi¢des devidas sua adaptacdo fisioldgica e comportamental, além disso,
alimentando-se de uma grande diversidade de frutas, raizes, folhagens, espinhosas e
suculentas e também tubérculos (SOWLS, 1997), considerando a boa adaptagdo essa
espécie a diversidade alimentar. Em cativeiro, sua dieta constitui de trigo, macaxeira,
jerimum, silagem de milho, racdo comercial para suideos e cana de agicar moida
(FURTADO; KASHIVAKURA, 2007). A catalogacdo dos catetos na lista da IUCN ¢
considerada como uma espécie de baixa preocupacdo ja que seus grupos sao

consistentes e que nao € alvo de exploracdo antrépica (MORALIS et al.,2017).
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Figura 1 - Caracteristicas fenotipicas de Cateto (Pecari tajacu) e Queixada

(Tayassu pecari).

S B T R T e
Fonte: Lucas Leuzinger/Instituto Ong¢a Pintada, Tratado de Animais Selvagens

(2014).

Um estudo realizado por Mazzoli (2006) indica que a presenca de porcos-do-
mato em uma determinada drea caracteriza um bom ambiente, por isso é uma boa
espécie para criagdo. Os catetos se apresentam como uma espécie com vantagens na
criacdo, pois s@o muito adaptdveis a um habitat alterado devido seus grupos serem
menores e trazer equilibrio ambiental, contrdrio as queixadas que necessitam da
demarcacdo territorial em ambientes bem conservados para melhor se adaptar.

Na criac@o em cativeiro existe um elevado potencial reprodutivo dessas espécies,
como sua época de nascimento, frequéncia de ciclo estral, tempo de gestacdo, estas
caracteristicas estdo inseridas em seu comportamento reprodutivo. Catetos e queixadas
possuem semelhanga reprodutiva aquela de suideos domésticos, tanto em cativeiro
como em populacdo livre, com o numero de filhotes variando de 2 a 3 em cada
gestacdo. Esses dados indicaram um alto potencial na capacidade reprodutiva das
espécies (SOWLS, 1961). Além do mais a apreciacdo, para criagdo em cativeiro, pelo
seu potencial de produgdo para carne e couro que reduziram a ilegalidade e a caca
predatéria destas espécies, j4 que o animal reproduz o ano inteiro (FURTADO;
KASHIVAKURA, 2007).

Existe uma larga demanda de exploracdo de carne e couro com animais exéticos
que habitam e integram diversos ambientes, com isso € necessdrio estabelecer préticas

reprodutivas junto a programas de conservagdo, melhoramento genético e pesquisas em
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sanidade animal para uma melhor criacdo comercial de determinada espécie (GARCIA
et al., 2009).

Os aspectos reprodutivos de porcos-do-mato contribuem totalmente para linhas
de pesquisa de exploracdo do animal e preservacdo da espécie, como também para

levantamento zootécnico (GARCIA et al., 2009).

2.2 Criacao de catetos em cativeiro

A criagdo comercial de catetos € prevista na legislacio do IBAMA. Atualmente,
estudos sobre esta espécie animal vém sendo desenvolvidos pela EMBRAPA-Amazonia
Oriental (MAYOR et al., 2006; COSTA et al., 2010) com perspectivas para contribuir
com a seguranca alimentar, a conservagdo da espécie e a geracdo de emprego e renda
naquela regido.

O P. tajacu se destaca devido sua boa adaptagdo a cativeiro, sua ampla variedade
no consumo de alimentos e sua exploracdo comercial, apesar de sua caga ilegal, como
uma rica fonte de proteina animal (BATISTA et al., 2008). E relatada uma imensa
dificuldade para a obtenc¢do destas carnes legalmente, por serem espécies raras, devido a
exploragdo inapropriada deixa os locais de caca muito distantes e existe receio da
fiscalizacdo do IBAMA por parte da populacdo. Sabe-se que a obtencdo do animal se
d4, especialmente, da caca ilegal (48,48%), em segundo lugar de “recebem de presente”
(21,67%), de compra ilegal (20,27%) e por fim do consumo em restaurantes (9,58%)
(RIBEIRO et al., 2017).

Keuroghlian et al. (2004) mostrou que catetos ocupam uma area de 102 a 287ha
na Mata Atlantica onde a intensa caca causa declinio populacional, esses animais sao
menos afetados por cagadores por sua 4gil capacidade de fuga e por andarem em grupos
menores, em contrapartida essa espécie degrada a qualidade de agua e reduz a
heterogeneidade ambiental, como também os frutos disponiveis.

Sabe-se que, além disso, sdo animais sedentarios, pois ndao possuem O
comportamento de atingir longas distancias a partir do seu local de nascimento
(SOWLS, 1997). Existe um grande valor comercial na producio de carne de cateto, pois
o fornecimento proteico dessa carne e atrelado ao seu consumo humano que pode ser
economicamente vidvel em geracdo de produtos alternativos, assim como reduzir danos
da caca, de instabilidade ecoldgica e de afastamento de grupos de animais (MIRANDA,

2010). Sua carne por apresentar um baixo teor de gordura quando relacionada a carne
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suina, traz uma boa perspectiva de alternativa proteica na alimentacao da populacido de
determinadas regides em que a espécie se reproduz bem, pessoas com menor poder
aquisitivo poderiam ter acesso a esta carne, como a carne bovina (NOGUEIRA FILHO
et al., 2004; FREIRE-LOPES et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2009), mesmo que
ndo haja regulamentacdo legal a sua caca (MORAIS et al., 2017).

Ribeiro et al., (2017) afirmam no Municipio de Rio Branco — Acre/Brasil
comerciantes procuram, intensamente, por carne de animais silvestres, mas ndo as
comercializam em virtude de ndo haver fornecedores legalizados, muitos declararam
que o comércio ilegal existe nos mercados onde o preco de compra e revenda dessas
carnes varia de acordo com o animal e com época do ano, ji donos de restaurantes
(85%) informaram que comprariam carne de animais silvestres, caso essas fosses
legalizadas e apenas 15% n@o as compraria para comercializacdo ainda que fossem
legalizadas ha uma procura por pratos elaborados com carne de silvestres, o preco das
mesmas dependeria da demanda de compra.

Alguns cuidados no manejo de animais silvestres devem ser considerados sem
virtude do comportamento da espécie envolvida na atividade comercial. Existe uma
grande busca por carnes exoticas nos mais diversos restaurantes especializados, e por
isso a criagdo em cativeiro expande-se nos mais variados paises na atualidade
(MORAIS et al., 2017). Entende-se que, na natureza, machos atingem maturidade
sexual e se tornam aptos a competir por fémeas aos cinco anos de idade, i1sso ndo ocorre
em cativeiro, pois 0 macho aos nove meses de idade pode ser utilizado para pratica
reprodutiva, ou seja, a criagdo em floresta nativa € ideal para reprodu¢do do animal por
compreender vastas dreas e oferecer condi¢do de vida semelhante ao habitat natural
(FURTADO; KASHIVAKURA, 2007).

As criacdes sdo desenvolvidas em sistemas extensivos € semiextensivos, em
areas locais, com alcance alimentar e dgua de facil acesso. O criadouro precisa possuir
blocos de cimento ou tijolos abaixo do nivel do solo para os animais ndo evadirem o
local, ja que dispdoem de muita destreza ao escavar, isso pode tornar-se um empecilho
para a regidio agropecudria (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014). Recintos em
zooldgicos precisam seguir a Instru¢do Normativa n°4 de 4 de marco de 2002, do
IBAMA e conter drea de ao menos 6,6m? por animal, ou seja, 40m2 a cada seis
individuos, e adotar as normas de seguranca de espécies silvestres para que o animal

garanta ser socidvel com profissionais e tratadores (MORALIS et al., 2017). Os animais
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em zooldgicos sdo confinados em grupos de 2 a 10, mantendo as necessidades
bioldgicas da espécie, tanques de dgua com um dos lados de forma de rampa, com
inclinacdo maxima de 40°, facilitando o acesso, essa dgua deve ser corrente ou
renovdvel (FURTADO; KASHIVAKURA, 2007).

Para uma criacdo que atenda a uma boa ambientacdo, o animal precisa de
manejo e com isso praticas captura sdo aplicadas na rotina para procedimentos simples
como marcar o animal com microchips, brincos, medicar, vacinar e examinar
fisicamente o animal sdo feitas, principalmente, por contencdo fisica dessa espécie.
Existem alguns métodos para captura e conteng¢do, a mais utilizada € o pucd ou
passagua, que precisa ter comprimento adequado, onde o animal fique “ensacado”
totalmente tendo espago para torcer a rede ou fechar na borda do aro, também € preciso
que o manipulador tenha agilidade e movimentacao rapida para conseguir posicionar o
aro do pucé no sentido do focinho e conter corretamente, com auxilio, cabecga e pescoco
e membros anteriores e posteriores (FURTADO; KASHIVAKURA, 2007).

Em coletas de sangue, colheita de secrecdo vaginal ou prepucial com suabe,
bidpsia ou cirurgia € necessdrio a contengdo quimica, e isto requer procedimentos com
maior relaxamento e analgesia. Visto a necessidade de administrar anestésicos nesses
animais sabe-se que por via IM com seringas € eficaz, sdo utilizados anestésicos
dissociativos em animais de cativeiro e de vida livre, e a combinagdo de tiletamina-
zolazepam € conhecida na rotina, além disso, o uso de Midazolam também se apresenta
muito adequado (FURTADO; KASHIVAKURA, 2007).

Entretanto, espécies selvagens, como o cateto, precisam de estudo em
viabilidade econdmica de criagdo em cativeiro. Catetos e queixadas de cativeiro ou vida
livie mesmo com boa distribuicio geografica podem ser sujeitos de doengas
infectocontagiosas de alto grau zoonotico, dentre elas enfermidades de notificagdo
obrigatoria (MORALIS et al., 2017).

Por menor e pouco invasivo que seja o manejo de animais silvestres € inevitavel
que existam fatores estressantes que levem esses animais a uma série de respostas
categorizadas, como elevacdo da frequéncia cardiaca e respiratéria, elevacdo da
temperatura retal e constricio do envoltério esplénico com hemoconcentra¢do
(GIRALT 2002). Alguns animais, como o cervo, ao serem manejados sempre em
hordrios de temperaturas elevadas do ambiente demonstram um conjunto de sinais

clinicos descrito como sindrome do estresse onde hda uma elevacdo exacerbada da
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temperatura e/ou miopatia devido ao manejo de captura do animal (BEDOTTI et al.,
2004).

Em Mossor6 Batista et al., 2008, relataram com certa frequéncia a morte de
catetos manejados, sobretudo, em hordrios mais quentes depois de manifestacdes
clinicas compativeis com a sindrome do estresse. Foram realizados exames
macroscopicos e microscopicos onde no exame macroscopico percebeu acelerado e
intensivo rigor mortis, palidez na musculatura esquelética, petequeias hemorragicas no
baco e equimose hemorrdgica no coracdo e afluxo dos vasos sanguineos.
Microscopicamente verificaram-se especialmente alteracdes em musculatura esquelética
e cardiaca, onde foram identificados liquido de edema que dividia as fibras musculares e
também encolhimento, degeneracdo e necrose de fibras musculares esqueléticas
multifocal destes, bem como a separacao de das fibras musculares por liquido de edema
pOs constatacdo da sindrome do estresse. Assim, visto que a somatizacdo de sinais
macro e microscopios e o quadro clinico que os animais apresentaram de elevada
frequéncia cardiorrespiratdria e temperatura retal mostra que o ideal é o manejo destes

animais na parte da manha para evitar perda produtiva da carne.

2.3 Doencas infecciosas

Dentre as zoonoses, a leptospirose, considerada endémica na América Latina e
no Caribe, com impacto na economia agropecudria € de grande preocupagdo na pecuaria
e na saude publica. A doenca possui curso agudo e cronico e atinge mundialmente
vérias espécies de animais domésticos, silvestres e 0o homem (GENOVEZ et al., 2006).

Contudo, sdo limitados os dados em relacdo a infecc@o por Leptospira sp. nesta
espécie e sobretudo na regido Nordeste do Brasil (MINERVINO et al., 2018). Ou seja,
animais de vida livre como os de cativeiro sdo suscetiveis a diferentes agentes
patogénicos, que podem variar de acordo com a regido geografica e habitat dos animais
(MARGARIDO; MANGINI, 2001; NAVA, 2008; CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS,
2014).

A notificacdo obrigatéria de uma doenca € de grande importancia
socioecondmica e os cuidados preventivos em satide animal que um pais apresenta
causa repercussdo no comércio internacional de produtos de origem animal (PERRY,
2000). No Brasil, € considerada uma das causas mais recorrentes de falhas reprodutivas
em animais de producdo, incluindo suinos, principalmente nas regides sul e sudeste do

pais (LANGONI, 1999).
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No que diz respeito a sanidade desses animais, sdo poucas as informagdes na
literatura sobre as doencas que afetam os catetos e a resisténcia destes as enfermidades
que frequentemente afetam os rebanhos suinos. Além disso, a observacgao e o estudo das
patologias de animais possibilitam compreender as possiveis relacdes com os seres
humanos, sendo de grande importidncia na sadde ptblica as enfermidades que sdo
transmitidas dos animais para o homem, como as parasitoses € zoonoses
(ALBUQUERQUE et al., 2016).

As zoonoses sdao questionadas por muitos pesquisadores como problemas a
serem vistos e considerados como fator sanitdrio da criagdo do animal, essencialmente a
de animais silvestres, por ndo apontarem dados suficientes na literatura que possam
orientar medidas de controle sanitério eficazes para essas espécies, zoonoses de cardter
reprodutivo merecem especial atencdo, dentre elas estd a Leptospirose(COLEMAN,

2000).

2.3.1 Leptospirose

2.3.1.1 Etiologia e aspectos epidemiolégicos

O agente etioldgico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira, é uma enfermidade infectocontagiosa de curso
agudo e cronico que mostra grande letalidade e elevado potencial zoondtico em Saude
Publica, provocada por bactérias do gé€nero Leptospira sp.que é uma espiroqueta
aerébia, movel, exigente no que se refere a meios, com 0,1 a 0,2um de didmetro por 6 a
12 uym de comprimento, suas extremidades semelhante a pontos de interrogacdo, o que
trouxe a intitular de Leptospira interrogans (PAES, 2016). O género Leptospira é
complexo e muito discutido por taxonomistas hoje em dia, pois até os anos de 1990
como de costume era classificada em sorogrupos e sorotipos embasados em categdricos
antigénicos da bactéria e subdividida em duas espécies, sao elas Leptospira interrogans
e Leptospira biflexa. Crescem muito bem em temperaturas de 28 a 30°C, crescem de
forma lenta e sdo estritas no que se refere a meios nutritivos. No momento, a
classificacdo € determinada em fatores genéticos onde reconhece espécies patogénicas e
saprofitas. As diferentes espécies sdo nomeadas de modo onde o género Leptospira
sofre mudanca de ndo ser considerado somente seu gé€nero, € sim agora em

genomoespécies ou genoespécies. Sao adotadas 20 espécies através de modelagem
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molecular por homologia estrutural do DNA e, dentro de cada espécie, sdo apontados
vérios sorovares. Na classificagdo genética atual as diferentes espécies sao divididas em
trés grupos: patogénicas, intermedidrias/oportunistas € ndo patogénicas (PAES, 2016).
O homem, os animais domésticos e vdrias espécies de animais selvagens podem ser
infectados por leptospiras, sendo referidas duas categorias da doenca com implica¢des
clinicas diferentes: quando o animal € infectado com um sorogrupo hospedeiro-
adaptado, tornando-se reservatério; e quando animais susceptiveis sdo expostos a
sorogrupos ndo adaptados, causando a doenca acidental, forma comum também nos
humanos. Nas duas situacdes, os animais infectados eliminam leptospiras pela urina por
periodo de semanas a meses, contaminando o ambiente (ADLER, 2015).

A ocorréncia de leptospirose estd estreitamente vinculada aos fatores ambientais,
que podem dar lugar a um foco de infeccdo, cuja amplitude estd na dependéncia de
condi¢des favordveis e das caracteristicas do habitat (GENOVEZ et al., 2006). A
epidemiologia da doenca estd associada ao contato humano com roedores, animais
domésticos e selvagens, numa ampla variedade de ocupacdes rurais e urbanas e nas
estacOoes chuvosas e enchentes nos paises em desenvolvimento com precério
saneamento podendo as leptospiras penetrar no organismo através das mucosas, da pele
integra (imersa em 4gua) ou da pele com solucdo de continuidade (FAINE et al., 1999;
LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003).

A bactéria possui uma larga capacidade de sobreviver e multiplicar-se no
hospedeiro e isto é o melhor constituinte de viruléncia deste microrganismo, ao ocorrer
uma lesdo direta na tdnica das células endoteliais de estreitos vasos provoca
derramamento sanguineo e hemorragia dissipada. Logo ap6s o tecido estar lesionado,
entre 48 a 72 h da infecc¢do, a fase de leptospiremia surge com petequeias hemorragicas,
fase febril e de geracdo de anticorpos favorecendo as leptospiras a serem eliminadas em
tecidos do trato urogenital por fagocitose, caracterizando uma fase de leptospiruria, de
maneira isolada pode colonizar tdbulos renais, o animal pode chegar ao 6bito mesmo
imunocompetente, por sequelas destes efeitos.

Em humanos os sorogrupos mais encontrados sdo Icterohaemorrhagiae e
Canicola, a bactéria € transmitida a0 homem pelos animais domésticos e silvestres por
meio direto ou indireto, ou seja, contato com urina de roedores como também 4gua e

alimentos contaminados por leptospiras (PAES, 2016).
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2.3.1.2 Sinais clinicos

Os sinais clinicos de febre, fraqueza, debilidade, anorexia, conjuntivite,
transtornos neuroldgicos, hemoglobintria e ictericia manifestam-se em animais jovens,
enquanto em animais adultos e fémeas ndo gestantes a instalacdo e a infeccdo ndo se
mostram maligna e evidente (GENOVEZ, 2016).A leptospirose em suinos ¢&
reconhecida mundialmente pelos transtornos causados na esfera reprodutiva e as perdas
econOmicas sdo devidas a ocorréncia de falhas reprodutivas, com manifestacdes de
abortamentos no terco final da gestacdo, natimortalidade, repeticdo de cio, mumificagdo
fetal, nascimento de leitdes fracos, baixo nimero de leitdes, descarga vulvar e morte

embriondria (GONCALVES; COSTA, 2011).

2.3.1.3 Diagnéstico

Sabe-se que apenas o exame clinico ndo ha possibilidade de chegar ao
diagndstico da infeccao, ja que, diferente de outras enfermidades sist€émicas, os animais
podem estar visivelmente sadios. O diagndstico da leptospirose € realizado através de
métodos laboratoriais indiretos e diretos, podendo ser por detec¢do de anticorpos que
sdo produzidos por mecanismos de defesa do hospedeiro e estdo presentes no soro
sanguineo ou mediante isolamento da bactéria nos animais infectados.

E possivel fazer o diagndstico laboratorial da doenca por provas género-
especificas como o teste de ELISA, avaliado como um método de triagem, e sorolégicas
especificas, especialmente, de propriedade bioquimica e também a partir de provas
inespecificas (BRASIL, 2009). O principal teste empregado em diversos paises (Quadro
1) na pesquisa de anticorpos para leptospirose preconizada pela Organizacdo Mundial
de Saide Animal (OIE) ¢ a MAT, muito embora ndo seja um diagnéstico definitivo.
Sua interpretacdo é complexa por causa das reacdes cruzadas que acontecem entre

sorogrupos, principalmente, durante a fase aguda da doenga (FAINE et al., 1999).
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Quadro 1- Técnicas de diagndstico utilizadas com diferentes sorogrupos para pesquisa

de Leptospirose em catetos (Pecari tajacu) em diversos paises.

Canicola e Pomona

Positivos/ Técnicas de | Tipo de
Local N° total de Sorogrupo . . po ¢ Referéncia
.. diagnostico | criacao
animais (%)
Australis,
Autumnalis,
Ballum, Australis, MAT
. Canicola, Cy Corn et al.,
Arizona | 48/213 (23) Grippotyphosa, Vida livre 1987
Icterohaemorrhagia
e Pomona,
Pyrogenes e Sejroe
Icterohaemorrhagia Luna-
México 2/2 (100) & MAT Cativeiro | Alvarez et
e e Panama
al., 1996
Minas Icterohaemorrhagia . Esteves et
Gerais 2/2 (100) o MAT Cativeiro al., 2005
Pard | 4/41 (4,9) Autumnalis MAT | Cativeiro | Mayoret
: ut v al., 2006
Australis,
Autumnalis,
Ballum, Bataviae, MAT
Canicola, Djasiman, o Mayor et
Peru 45/96 (46,8) Grippothyphosa, Cativeiro al., 2007
Hebdomadis,
Icterohaemorrhagia
e, Mini e Tarassovi
530 14139 (10,2) Semaranga e MAT | Vidalivre | Nava, 2008
Paulo Pyrogenes
Icterohaemorrhagia MAT
Sao e, Grippotyphosa, o Paixado,
Paulo 2/3 (66.7) Hebdomadis, e PCR Cativeiro 2013
Pomona, Pyrogenes
Australis, Montenegr
Colombi 39/50 (78) Icterohaemorrhagm MAT Vida livre oetal.
a e, Grippotyphosa, 2018

Fonte: Falcao (2019) adaptado por Aratjo (2019).

Dos métodos laboratoriais diretos o isolamento bacteriano € possivel através de

cultivo de sangue e das secrecdes vaginal e prepucial dos animais infectados em meios

de cultura especificos, e que apesar de oferecer um diagndstico definitivo e altamente
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especifico, se dd por um processo muito criterioso podendo mostrar resultados falso-
negativos. Conjuntamente, existem métodos diretos para o diagnéstico da Leptospirose
com altissima sensibilidade e especificidade de Leptospira sp., como a PCR, onde
facilita a investigagdo de DNA de patdgenos por diferentes tipos de amostras como
sangue, urina, sémen, medula dssea, baco, suabes do trato reprodutivo e fetos abortados
muito utilizado em animais de producdo, além disso € possivel ser usada a mesma
metodologia de diagndstico em animais silvestres (GENOVEZ, 2016; MEGID;
MATHIAS, 2016).

3 MATERIAL E METODOS
Os protocolos metodolégicos do projeto foram aprovados junto ao MMA,

ICMBio e SISBio com o protocolo de numero 36263-5. Foi aprovado ao Comité de
Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA/CSTR/UFCG), campus de Patos com o
protocolo de ndmero 05/2018.

3.1 Animais e local do experimento

Foram utilizados 48 catetos, com média de idade de 13 meses, sendo 18 fémeas
e 30 machos, mantidos em cativeiro em quatro criadouros distintos (A — D) localizados
na regido Nordeste no Brasil. Sendo estes um Zooldgico (Local A- 7.1142685S,
34.87741460) situado no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba; um Criatério (Local B-
5.731769S, 35.2042130) na cidade de Natal, Rio Grande do Norte; um Criatorio
cientifico (Local C- 5213470S, 373100190) localizado em Mossord, Rio Grande do
Norte e um Criatério cientifico e comercial (Local D- 5.0478053S, 42.77798260)

estabelecido em Teresina, Piaui (Figura 2).
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Figura 2 - Locais de coleta de amostra de suabe de fluido vaginal e prepucial de

catetos  para  diagndstico de leptospirose no  nordeste do  Brasil.
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Projega@o: Coordenadas cartograficas Datum Estados do Brasi
SIRGAS 2000 I Estados ndo amostrados
Fonte: IBGE [ Estados amostrados

Autora: Brunna Falcdo

3.2 Atividades de campo

As atividades de campo incluiram a colheita de secre¢dao vaginal e prepucial em
suabe de todos os catetos, apds a contencdo manual com o puca ou depois de contengdo
quimica com midazolam com dose de 0,3 a 0,5 mgkg IM (FURTADO;
KASHIVAKURA, 2007). Em seguida as amostras foram enviadas ao Laboratério de
Biologia Molecular do Semidrido (BIOMOL/CSTR/UFCG), em Patos, Paraiba,

destinadas a realizagdo da PCR.

3.3 Deteccao molecular de Leptospira sp.

No ensaio da PCR foram empregados os primers LipL32-45F (5'-AAG CAT
TAC CGC TTG TGG TG-3') e LipL32-286R (5'-GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT-
3") desenhados por Stoddard et al., (2009) que tem a amplificacdo do gene LipL.32 como
alvo, que é especifico para leptospiras patogé€nicas. Para realizacdo da reacdo da PCR,
foi calculado para cada amostra a ser testada, um mix dos seguintes reagentes: DNA

molde extraido (5puL), 4gua DEPC (32,8uL), tampao da Taq DNA polimerase (SuL),
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dNTP (1,0uL), solugao de MgCI2 (3uL), Primer LipL32-45F (1,5uL), Primer LipL.32-
286R (1,5uL), Tag DNA Polimerase (0,2uL), totalizando 50uL. em microtubos. Para
cada conjunto de amostras, dgua ultrapura foi utilizada como controle negativo,
enquanto 10 Fg de DNA extraido de Leptospira interrogans sorovar Kennewicki cepa
Fiocruz L1-130 usado como controle positivo (HAMOND et al., 2014).

Todas as reagdes ocorreram no termociclador Gene Amp PCR System 9700 ®
(Applied Biosystems, Foster City, EUA). Ap6s uma desnaturacio inicial a 95 °C por 5
min, o perfil da PCR foi definido da seguinte forma: 30 segundos de desnaturacdo a 94
°C, 30 segundos de anelamento do primer a 53 °C e 1 min de extensdo do primer a 72
°C, com um total de 35 ciclos, com uma extensao final a 72 °C durante 5 min. O volume
total de cada amostra foi analisado por eletroforese em gel de agarose (2%), corado com
brometo de etidio e as bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta. O
tamanho esperado do amplicon resultou em torno de 242 pb (pares de base), variando

ligeiramente entre as diferentes espécies de Leptospira sp. (HAMOND et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 48 amostras submetidas a andlise molecular Leptospira sp. nenhuma delas
houve a amplificagdo do DNA. No diagndstico molecular em animais de producdo e
também silvestres a PCR-LipL32 tem sido muito utilizada (MAYER-SCHOLL et al.
2011, HAMOND et al. 2014), sendo o presente estudo pioneiro na regido Nordeste do
Brasil em P. tajacu. No municipio de Ilha Solteira no estado de Sao Paulo uma
pesquisa detectou de trés catetos de cativeiro, um animal (33,3%) positivo em amostras
de sangue pela técnica da PCR, indicando provavelmente um contato prévio com a
bactéria, sem desenvolvimento da doenca e apresentacio de sinais clinicos (PAIXAO et
al., 2011).

A investigacdo molecular € um diagndstico eletivo quando se trata do potencial
de assertividade, uma vez que fica limitada a um sorogrupo infectante aliado ao seu alto
custeio e complexidade. No entanto, de acordo com Oliveira et al., (2016) utilizar essa
técnica colabora de maneira efetiva na investigacdo do veiculo do patégeno e na
organizacdo de estratégias preventivas em rebanhos com desordens reprodutivas.
Diversas espécies silvestres demonstram estar completamente adaptados as leptospiras e
sd0 assintomaticos.

Devido os dados da investigacio molecular nos animais ter apresentado
resultados negativos, provavelmente, a curta fase aguda de septicemia ou leptospiremia
teria passado. Enquanto, na fase de leptospirtria se explica um fato importante na
epidemiologia da leptospirose como o possivel contato com a bactéria sem um
desenvolvimento da infeccdo (SHIMABUKURO et al., 2003), pois ainda que de
maneira isolada a bactéria pode colonizar os tibulos renais, ser eliminada pela urina e
também por fluidos do trato reprodutivo. Vale salientar também que mesmo com muitos
meses apds o contagio ela, possivelmente, continua a ser eliminada pela urina
(GONCALVES et al. 2014).

Diante disso, a proximidade dos sistemas urindrio e genital facilitam a deteccao
molecular do agente etiol6gico em amostras de suabe vaginal e prepucial, sendo esse
um instrumento de diagndstico cada vez mais utilizado em animais que eliminam a
bactérias por diferentes sitios (FIGUEIREDO et al., 2013). Uma vez que, o momento da

doenca pode questionar a eliminacdo intermitente do agente etiol6gico, um animal
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soropositivo deve ter memoria imunoldgica que € principal mecanismo de defesa contra
a leptospirose.

Dado que todas as amostras de fluido do trato reprodutivo submetidas a
investigacdo de DNA deram negativas, outro fator a ser considerado no resultado deste
trabalho € a possivel condi¢cdo de protecdo vaginal contra a colonizagdode Leptospiras
sp.na mucosa do utero e em suas descargas. Nos machos, a bactéria mesmo presente na
propria urina pode ocorrer ou ndo a contaminacao prepucial pelo s€émen do animal em
suabes. Sabe-se da possibilidade que a baixa titulagdo soroldgica indica o inicio da
doenca e um animal negativo pode apresentar soropositividade e estar sujeitando o
curso da infeccio (GENOVEZ, 2016), é importante incluir outras patologias de
desordem reprodutiva no diagndstico diferencial da leptospirose em animais silvestres.

Como ndo foi detectado nenhum animal positivo na investigacdo de DNA indica
que a andlise de fatores de risco se tornou prejudicada para discussdo ja que ndo foi
possivel determinantes para se selecionar. No entanto, considera-se a associacdo de
métodos laboratoriais de diagndstico, amostras de soro dos mesmos animais também
foram coletadas e submetidas a MAT e quatro animais reagiram positivos para o
sorogrupo Icterohaemorraghiae. Os resultados da andlise univariada para os fatores de
risco, onde as varidveis escolhidas (P < 0,2), apds a realizacdo da regressdo logistica o
fator de risco identificado para esses animais foi o sistema de criacdo (odds ratio =
63,00; p = 0,002).

Ratificando com esse teste, a maior frequéncia de catetos positivos identificado
no zooldgico (local A), no qual o sistema de criag@o € intensivo. Como os animais ficam
confinados, o clima quente e Umido contribui para a manutencdo da bactéria nos
piquetes dos animais, do mesmo modo que para o acimulo de 4gua préximo as baias.

Além disso, ha o contato dos roedores que atuam comumente na transmissdo de
Leptospira sp. do sorogrupo Icterohaemorraghiae (CORREA et al., 2004), com os
catetos por conta dos criadouros, habitualmente, ficarem localizados em perimetro
urbano com drea de ampla vegetacao contribuindo para a sobrevivéncia e reproducdo de
animais sinantropicos.

Alguns cuidados no manejo de catetos devem ser considerados em virtude do
comportamento da espécie e seu envolvimento na atividade comercial. Cuidados
descritos por Furtado e Kashivakura (2007), em que o sistema de criacdo em florestas

tropicais nativas oferece condicdes ideais para a espécie, por proporcionar espago para
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vida natural a uma espécie tao rustica e permitir boa reprodugdo entre esses animais. O
local necessita da vegetacdo natural, 4gua abundante e que possua correnteza, fauna
frutifera para complementar a alimentagdo e drea com curral para fornecimento de
suplementagao alimentar.

Devido a uma hierarquia de dominéncia descrita por Nogueira Filho e Lavorenti
(1995) sdo necessarios vérios comedouros e bebedouros espalhados, distantes um do
outro, no cercado para um livre acesso por todo o grupo. A liberdade no forrageio para
esta espécie é muito importante, pois, se adapta facilmente ao ambiente, exige poucos
cuidados adicionais e sdo delicados quando se trata de obten¢do do alimento natural.

Os cuidados que o sistema de criagdo semi-intensivo oferece nos locais de
criatorio como na cidade de Natal, Rio Grande do Norte, no criatério cientifico
localizado em Mossord, Rio Grande do Norte € no criatério cientifico e comercial
estabelecido em Teresina, Piaui reduz a ocorréncia da leptospirose, naturalmente, pelo
controle de roedores e sua acdo indireta de disseminacdo da bactéria pela urina e pela
diminui¢do do amplo espectro de infec¢do, e também através da rotina de limpeza do
ambiente que a espécie vive. Para uma criagdo que atenda a uma ambientacdo adequada,
o animal precisa de manejo adequado, pouco invasivo e com isso praticas de captura sdao
necessdrias para procedimentos simples sdo feitas através da contencdo fisica dessa
espécie.

O método para captura e contengdo fisica utilizado foi o pugd, que precisa ter
comprimento adequado, permitindo que o animal fique “ensacado” completamente, o
animal ao ser exposto a um estimulo momentianeo, mesmo que rapido, ao qual ndo estd
aclimado pode desencadear estresse agudo. Para andlise de dados com o objetivo de
evitar miopatia de captura nesses animais houve a mensuracdo de parametros de
frequéncia cardiopulmonar e temperatura retal, € 0 manejo ocorreu no hordrio de 6 as 7
horas da manha. Os animais foram monitorados durante todo o periodo de recuperacgao,
que se deu desde a finalizacdo da coleta até o retorno do animal em estacdo, e foi
observado normalidade nos parametros fisiolégicos dos animais. Contribuindo melhor
no estudo de alteragdes fisico-quimicas da carne e na sua qualidade.

Em coletas de sangue, colheita de secrecdo vaginal ou prepucial com suabe,
muitas vezes se faz necessario a contengdo quimica, e isto requer procedimentos com
maior relaxamento e analgesia. Visto a necessidade de administrar anestésicos nesses

animais se sabe que por via IM ¢€ eficaz, sdo utilizados anestésicos dissociativos em
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animais de cativeiro e de vida livre (FURTADO; KASHIVAKURA, 2007), foi utilizado
midazolam que se apresentou muito adequado para conteng¢do quimica.

De acordo com estudo realizado por Batista et al., (2008) o estresse de captura e
contencdo ocorre de forma significativa mostrando um conjunto de alteracdes clinicas
no animal quando associado ao estresse térmico, primeiramente, os catetos elevam sua
frequéncia respiratoria, depois frequéncia cardiaca. Além disso, em altas temperaturas
os animais precisam regulacdo térmica e aumentam sua irrigacdo sanguinea periférica
para promover a perda de calor isso eleva a temperatura retal (BRESSAN;
BERAQUET, 2002).

E comprovado que o cateto mesmo com boa adaptacio ao cativeiro mantém
caracteristica sua agressividade, portanto ao ser submetido a situacdes, qualquer que
seja anormal em seu habitat, como a captura e contencdo, suas funcdes fisiolégicas
sofrem respostas que ndo mantém o animal em conforto. Ocorrendo o manejo em
horérios mais quentes, favorece a desencadeamento da sindrome de estresse o que pode

levar o animal, além das alteracdes clinicas, ao ébito.
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5 CONCLUSAO

A nao ocorréncia de animal positivo, pelo ensaio da PCR, pode se dar por
influéncia da fase da doenca, onde os animais podem possuir memoria de anticorpos
especificos de leptospiras e eliminar a bactéria de maneira intermitente.

Propde-se entdo que a investigacdo de DNA de Leptospirasp.em amostras de
suabes do trato reprodutivo pode ser utilizada como instrumento de auxilio no
diagndéstico da doenga, por se mostrar pouco invasivo e altamente especifico com
elevada sensibilidade em um periodo curto de tempo e os animais ndo desenvolverem
pOs captura e contencdo a sindrome do estresse apds 0 manejo.

Os catetos por possuir potencial zootécnico tornam-se indispensdvel a prética de
investigacoes de fatores epidemioldgicos sobre a ocorréncia de doencgas
infectocontagiosas nestas espécies, atreladas a efetivas medidas sanitdrias nestes
criatérios. Bem como, ocorreria diminui¢do na perda econdmica com boa aceitagdo do
produto no mercado com garantia de produtos de excelente qualidade além, de

contribuir para o desenvolvimento da pecudria silvestre.
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