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ABSTRACT

The Brucella sp. and the Leptospira interrogans are among the main etiological agents
that infect domestic species, wild animals and the man. In the Pantanal, the pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus) shares your areas and resources with the bovines created
extensively, being exposed and being susceptible to many catle diseases. The present
study was developed at the Southwest of the region of the Nhecolandia, located in the
municipal district of Corumba/MS. We had as objectives to accomplish an epidemic
inquiry on the frequency of the brucelosis and of the leptospirosis in the population of
pampas deer sampled, through serologic and molecular diagnosis. We also aimed to
evaluate the risk variables related with the diseases and associated to the occurrence of
pampas deer's females without nestlings in the births station. 56 females and three males
of the pampas deer were captured and identified for the collection of total blood and
serum for molecular and serology diagnosis of the infection. In all the females
ultrasound scan was accomplished, tends as result a tax of gestation of 98,2% (55/56).
The proportion of serum-reactors for Leptospira sp. by microagglutination test (MAT)
was 28,8% (17/59) and the serovars pomona and autumnalis were diagnosed in 64,7%
(11/17) and 29,4% (5/17) of the positive animals, respectively. In the polymerase chain
reaction (PCR) for Leptospira sp. with the primers G1/G2 and lepl/lep2, the DNA of
Leptospira sp. was not detected in the blood of any cervid. For Brucella sp. we found
10,2% (6/59) of assertiveness taxes by buffered antigen plate agglutination test (BPAT),
3,4% (2/59) by 2 mercaptoethanol test (2ME) and 11,7% (7/59) by PCR using the
primers 1S711 AF and IS711 CR. There was significant association among positive
results for brucelosis by BPAT and PCR IS711 (odds ratio = 12,2500). The occurrence
of the leptospirosis was significantly associated at animals with medium rectal
temperatures above 38,76 °C and at cervids groups formed by three or more individuals.
As much the brucelosis as the leptospirosis wasn't significantly associated to the
females of pampas deer found without their nestlings in the birth station, situation that

was related with the reproductive age of these primipare females (odds ratio = 12,3077).

TERMS OF INDEXATION: Ozotoceros bezoarticus, occurrence, leptospirosis,

brucelosis, reproductive impact, risk variables,



RESUMO

A Brucella sp. e a Leptospira interrogans estdo entre os principais agentes etioldgicos
que acometem espécies domésticas, selvagens e o homem. No Pantanal, o veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) compartilha areas e recursos com bovinos criados
extensivamente, estando exposto e sendo susceptivel a muitas das doengas do gado. O
presente estudo foi desenvolvido no sudoeste da sub-regido pantaneira da Nhecolandia,
localizada no municipio de Corumba/MS. Tivemos como objetivo a realizacdo de um
inquérito epidemioldgico sobre a frequéncia da brucelose e da leptospirose na
populacdo de veados-campeiros estudada, por meio de técnicas diagnosticas soroldgicas
e moleculares. Também objetivamos avaliar as varidveis de risco relacionadas com as
doencas e associadas a ocorréncia de fémeas de veado-campeiro sem filhotes na estacdo
de nascimentos. Foram capturadas e identificadas 56 fémeas e trés machos de veado-
campeiro para a coleta de sangue total e soro para diagnéstico molecular e sorologia das
doengas. Em todas as fémeas foi realizada ultra-sonografia, tendo como resultado uma
taxa de gestacdo de 98,21% (55/56). A proporc¢do de soro-reatores pela Soroaglutinacao
Microscopica (SAM) foi de 28,81% (17/59) e os sorovares pomona e autumnalis foram
diagnosticados em 64,71% (11/17) e 29,41% (5/17) dos animais positivos,
respectivamente. Utilizando-se os primers G1/G2 e lepl/lep2 nédo foi detectado DNA de
Leptospira sp. no sangue de nenhum cervideo. Para a Brucella sp. foram encontradas
taxas de positividade de 10,17% (6/59) pela prova do antigeno acidificado tamponado
(AAT), 3,39% (2/59) pelo teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME) e de 11,86% (7/59) pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers I1S711 AF e I1S711 CR. Houve
associacdo significativa entre os resultados positivos para brucelose pelo AAT e pela
PCR 1S711 (odds ratio = 12,2500). A ocorréncia da leptospirose esteve
significativamente associada aos animais com temperaturas retais medias acima de
38,76 °C e aos grupos de cervideos formados por trés ou mais individuos. Tanto a
brucelose como a leptospirose ndo estiveram significativamente associadas as fémeas de
veado-campeiro encontradas sem os seus filhotes na estacdo de nascimento, situagdo
que esteve relacionada com a idade reprodutiva destas fémeas que eram primiparas
(odds ratio = 12,3077).

TERMOS DE INDEXAGCAO: Ozotoceros bezoarticus, ocorréncia, leptospirose,

brucelose, impacto reprodutivo, variaveis de risco.
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1 INTRODUCAO

A vigilancia e o monitoramento das doengas que atingem Varios grupos
taxondmicos, especialmente nas areas em que a producdo animal estd integrada a
natureza, sdo ferramentas essenciais para o delineamento dos programas sanitarios
aplicaveis ao ser humano (zoonoses e saude publica), aos animais domésticos (sanidade
e producdo animal) e aos animais selvagens (conservacao) (WOBESER, 2006).

A brucelose e a leptospirose sdo duas doengas amplamente distribuidas e de
ocorréncia natural ou acidental no homem, animais domesticos e selvagens (BENGIS,
2002a; GODFROID, 2002; MACKINTOSH et al. 2002 ).

A eleicdo da espécie selvagem a ser investigada deve preconizar os hospedeiros
intimamente relacionados com o0 ambiente, que sejam susceptiveis aos patdgenos locais
e que possam ser influenciados por fatores que modificam a dindmica epidemioldgica
natural das doencas (WOBESER, 2002; 2006; MANGINI e SILVA, 2007).

Neste estudo, foi eleito como modelo o veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus)
por ser um ruminante selvagem que partilha das caracteristicas bioldgicas, do ambiente
e das doencas dos bovinos no Pantanal (RODRIGUES et al., 2002; LACERDA, 2008),
havendo uma estreita correspondéncia epidemioldgica entre estas espécies.

Os ungulados selvagens tém sido incriminados por atuar como fonte de doencas
infecciosas para animais domésticos. No Parque Nacional do Yellowstone, o biséo
(Bison bison) e o veado-vermelho (Cervus elaphus canadensis) foram relacionados a
cadeia epidemioldgica da brucelose bovina (AGUIRRE & STARKEY, 1994). Os paises
que eliminaram a brucelose de seus rebanhos domésticos, e 0s que se encontram em
estagios avancados no controle desta doenca, monitoraram constantemente 0s animais
selvagens susceptiveis, sob o risco de a fauna atuar como fonte disseminadora. Por
outro lado, nas regiGes onde a prevaléncia da brucelose no gado é alta o risco € a
infeccdo dos animais selvagens (GODFROID, 2002).

Os animais domesticos sdo tidos como introdutores e transmissores de patdgenos
exoticos as especies selvagens. Frequentemente sdo reportados casos nos quais as
leptospiras sorovares hardjo e pomona foram encontradas em cervideos, tendo estas o
bovino como reservatorio natural para a sorovar hardjo, ou hospedeiro acidental e
disseminador da sorovar pomona (FOURNIER et al., 1986; FAINE, 1999; MATHIAS
etal., 1999).
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Nos ambientes onde ocorrem altas taxas de contato entre a fauna e os animais de
producdo, o monitoramento epidemioldgico deve ser direcionado para as doencas que
podem sofrer o processo de “transbordamento interespecifico” (Spill over), afetando
hospedeiros acidentais (DASZAK et al., 2000; BENGIS, 2002b).

No Pantanal, o gado divide as suas areas de vida com os animais selvagens
nativos (“simpatria”), devido ao caracteristico sistema de produgdo extensivo (SANTOS
et al., 2002). As caracteristicas morfocliméaticas deste ambiente podem elevar as
concentracdes de animais/area em determinadas épocas do ano (cheias), o que pode
favorecer o contato interespecifico, importante aspecto na dindmica das doencas
infecciosas que realizam spill over (WOBESER, 2006). As sorovares causadoras da
leptospirose e as espécies e biotipos que causam a brucelose realizam o spill over
multidirecionalmente (GODFROID, 2002; MACKINTOSH et al., 2002).

Neste contexto sdo necessarias ferramentas de diagnostico com alto grau de
acuracia, ja que muitas vezes ndao havera uma segunda oportunidade de coletar as
amostras dos animais selvagens, por dificuldades metodoldgicas.

As técnicas de diagnostico sorolégico sdo, geralmente, mais rapidas e baratas
guando comparadas aos métodos diretos (NIELSEN, 2002), porém os resultados
obtidos se referem aos anticorpos encontrados no hospedeiro, podendo ndo haver a
presenca do agente infeccioso circulante no organismao.

Nos animais selvagens estes métodos sdo amplamente empregados, porém de
forma presuntiva, ja que a interpretacdo dos resultados é controversa (como ocorre
muitas vezes nos animais domésticos). O diagnostico pode ser afetado pelo estagio em
que se encontra a infeccdo, por reacdes cruzadas com outros patdgenos, pela capacidade
de resposta do hospedeiro ou pelas caracteristicas antigénicas do agente infectante
(WOBESER, 2006).

A PCR (reacdo da polimerase em cadeia) despontou como uma alternativa a
lentidao e periculosidade do isolamento microbiol6gico e como uma prova mais segura
frente as reagdes cruzadas que ocorrem na sorologia (BRICKER, 2002a). Além destas
caracteristicas, ela detecta 0 DNA de um patégeno na maioria dos fluidos e tecidos do
organismo do hospedeiro, podendo ser direcionada para os locais mais colonizados pelo
agente infeccioso (HEINEMANN et al., 2000; RICHTZENHAIN et al., 2002;
MIYASHIRO et al, 2007). As principais desvantagens da PCR s&o os elevados custos
de aplicagdo da técnica e a padronizacdo altamente especifica, que se ndo for seguida

rigorosamente compromete a eficiéncia do diagndstico (BRICKER et al., 2003).
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O processo de validacdo de um dado teste de diagndstico padroniza a técnica
empregada para uma determinada espécie ou situacdo, estando relacionado com a
sensibilidade e a especificidade na deteccdo dos verdadeiros estados positivos e
negativos para uma infeccdo (GREINER e GAEDNER, 2000). Como a validacdo é
espeécie-especifica, cada potencial hospedeiro, necessita de seus parametros proprios e
homogénios, estabelecidos descritiva ou estatisticamente (GREINER et al. 2000; GALL
etal., 2001).

Assim como o0s anticorpos na sorologia ndo podem ser interpretados
isoladamente, a simples presenca do DNA de um patdgeno no animal ndo é indicativa
de doenga, devendo ser considerados os aspectos clinico-epidemioldgicos para analisar
a real importancia do resultado obtido (SMITH e SLENINNG, 2000). Mesmo o0s
resultados positivos e validados para uma dada doenca, devem ser corroborados com a
real participacdo epidemioldgica de um animal selvagem (WOBESER, 2006), que pode

ser de trés naturezas distintas:

» Hospedeiro-reservatorio natural: € mantenedor da doenca no ambiente;

» Hospedeiro-infectado ou terminal (“Dead-end host ). que apesar de albergar um
patdgeno ndo perpetua a doenca;

» Hospedeiro-infeccioso (“Spillover host”): que apesar de ndo ser o reservatério
natural do patogeno, é susceptivel a infecgdo, podendo inclusive “devolver” o

agente ao hospedeiro de origem (“Spill back™).

Este projeto de dissertacdo tem aderéncia ao projeto "Avaliagdo dos riscos
potenciais da presenca de reservatorios selvagens de Brucelose e Leptospirose no
Pantanal na implantacdo de estratégias de controle e erradicacdo destas doencas",
aprovado e recém contratado no &mbito do Edital CNPgq/MAPA/SDA N° 64/2008.

Com o avanco do Programa Nacional de Controle e Erradicagéo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), do MAPA, espera-se que os esforgcos migrem no sentido da
erradicacdo, fazendo-se necessarios os dados referentes a participacdo epidemiologica
das espécies selvagens, principalmente das que convivem com bovinos, devendo estas
ser incorporadas nas estratégias de combate para a total erradicacdo da doenca.

Seguindo a tendéncia de paises em estagio avangado de controle e erradicacédo de
doencas dos animais, Mato Grosso do Sul podera ser pioneiro no Brasil na efetivacéo de

um programa de vigilancia epidemioldgica em reservatérios selvagens, sendo modelo
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nacional. Os produtos agropecudrios gerados no estado seriam visados pela comunidade
comercial internacional, tanto pela qualidade sanitaria como pela produgdo sustentavel
em harmonia com a natureza conservada.

Os objetivos deste estudo foram realizar um inquérito epidemioldgico sobre a
frequéncia da brucelose e da leptospirose em veados-campeiros no sudoeste da sub-
regido pantaneira da Nhecolandia (Corumbd, MS, Brasil) por meio de técnicas
diagndsticas soroldgicas e moleculares, aléem de avaliar as variaveis de risco
relacionadas com as doencas e associadas a ocorréncia de fémeas de veado-campeiro

sem filhotes na estacdo de nascimentos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus)

O veado-campeiro € um artiodactilo ruminante que faz parte da familia dos oito
cervideos brasileiros, sendo considerado de porte médio, com peso aproximado nos
adultos de 30kg e altura de cernelha de 65cm (DUARTE, 2007).

A populacdo do veado-campeiro diminuiu ao longo do século passado e esta
situacdo continua se agravando, devido a alteracdo e fragmentacdo dos habitats naturais,
a caca ilegal e ao convivio com animais domeésticos e exoéticos que podem tanto
competir por recursos com os cervideos como transmitir doencas a estes.

Formaram-se grupos de populacBes com pouca diversidade genética, o que
promove a endogamia e a depressao génica. As doencas de animais domésticos e dos
animais exoticos ferais podem encontrar organismos selvagens susceptiveis e pouco
resistentes, agravando os riscos da extin¢gdo (MERINO et al., 1997). Godfroid (2002)
descreveu em sua revisdo da brucelose no meio selvagem que as a¢fes do ser humano
podem modificar a ecologia das infecgdes para esta doenca.

Os cervideos compartilham de muitas das caracteristicas bioldgicas dos bovinos,
tendo preferéncia pelos mesmos habitats (campo aberto e cerrado), possuindo habitos
alimentares similares e sendo acometido por doengcas em comum (DUARTE &
MERINO, 1997; TIEPOLO & TOMAS, 2006; DUARTE, 2007). Por esta estreita
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ligacdo existente entre estas duas espécies, 0 veado-campeiro tem potencial para atuar
como uma “sentinela” epidemioldgica para os bovinos, sendo a reciproca verdadeira.

Dentre 0s agentes que podem acometer os cervideos ja foram reportados o
herpesvirus bovino tipo 1, virus da diarréia bovina, virus sincicial respiratorio, virus da
parainfluenza tipo 3, virus da lingua azul, virus da doenca da hemorragia epizootica tipo
1 e 2 (BENGIS et al, 2002), Leptospira interrogans (LILENBAUM et al,;
MACKINTOSH et al., 2002; GIRIO et al., 2004; CORREA, 2007), Brucella abortus e
B. suis tipo 4 (AGUIRRE et al., 1995; BENGIS et al., GODFROID; MACKINTOSH et
al.,, 2002), Anaplasma marginale, Borrelia burgdorferi (AGUIRRE et al., 1995),
Babesia sp. (DUARTE, 2007; VILLAS-BOAS et al., 2007), Mycobacterium bovis
(BENGIS et al., 2002; CATAO-DIAS & CARVALHO, 2007).

2.2 Brucelose

2.2.1 Microbiologia

As bactérias do género Brucella sp. sdo cocobacilos intracelulares facultativos,
aerobios, microaerofilos, pleomorficos, Gram negativos, com dimenscdes de 0,6 a 1,5
pum por 0,5 a 0,7 um. N&o sdo capsuladas, ndo possuem estruturas de locomocgao e nem
esporulam. Embora a maioria das espécies de Brucella sp. possuam 2 cromossomos
circulares, B. suis biovar 3 tem apenas um cromossomo. Os nucleotideos G ou C
constituem 57 mol % do DNA de Brucella sp. (BOSCHIROLI et al, 2001; WALKER,
2003; QUINN et al., 2005; BRASIL, 2006).

Segundo estudos de hibridizacdo de DNA todas as espécies de Brucella sp. eram
pertencentes a Unica genoespécie Brucella mellitensis (VERGER et al. 1985), porém a
partir do isolamento e caracterizacdo de Brucella sp. em mamiferos marinhos (EWALT
et al., 1994) e dos avancos tecnoldgicos na biologia molecular e genética bacteriana a
monoespecificidade do género foi contestada (MORENO et al., 2002).

Atualmente discute-se a divisdo taxonémica em 10 espécies: B. abortus (biotipos
1,2,3,4,5,6,7e9), B. mellitensis (biotipos 1, 2, 3), B. suis (biotipos 1, 2, 3, 4, 5), B.
ovis, B. canis, B. neotomae, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti e B. inopinata
(WHATMORE, 2009; MAYER-SCHOOLL et al., 2010). A correta classificacdo

taxondmica permite a compreensdo da coevolucdo e coadaptacdo de cada espécie de
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patdgeno ao seu hospedeiro natural e ao ecossistema a que este estd integrado. Sendo
assim, aspectos genéticos, ecoldgicos, patogénicos, fisioldgicos e morfoclimaticos,
importantes para a Brucella sp. podem ser eluciados, embasando as medidas que
orientam o controle sanitario deste agente.

Brucella sp. pode sobreviver por até 4 meses na agua ou solo Umido em
condigdes de temperatura e umidade favoraveis, ou por até 8 meses no interior de
material bioldgico como leite, placenta, feto abortado, urina e fezes (WALKER, 2003;
BRASIL, 2006). Os métodos de pasteurizacao e o0 uso de desinfetantes a base de cloro,
formaldeido ou o alcool 70° sdo eficientes para eliminar a bactéria quando utilizados nas
concentragdes recomendadas (OMS, 1986; PAULIN, 2003; BRASIL, 2006).

As colbnias de Brucella sp. podem ser visualizadas a partir do 3° dia pos-
inoculacdo, porém somente por volta 12° dia é possivel avaliar o aspecto macroscopico
destas, que podem ser lisas devido a presenca da cadeia lateral “O” no
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular, ou rugosas (sem a cadeia lateral no LPS). As
colbnias lisas, caracteristicas de B. abortus, B. mellitensis, B. suis e B. neotomae sdo
esbranquicadas, convexas e de consisténcia cremosa. Ja as coldnias rugosas podem ser
dos tipos estrita (carcateristica de B. ovis): seca, amarelo-opaca e fridvel, ou mucdide
(aspecto de B. canis): semelhante a estrita, porém com textura viscosa. As colbnias
lisas, ap0s sucessivas replicacdes laboratoriais ou com o passar do tempo no meio de
isolamento podem se tornar rugosas. (WALKER, 2003; QUINN et al., 2005; OSORIO e
MONTEIRO, 2006).

Estas variacbes morfoldgicas surgiram da adaptacdo natural de Brucella sp. aos
seus hospedeiros, estando associadas na B. abortus, B. mellitensis e B. suis com a
viruléncia e a patogenicidade (GOMES, 2009).

2.2.2 Epidemiologia

2.2.2.1 Distribuicdo e ocorréncia

A brucelose ocorre em humanos e em animais domésticos e selvagens em todo o
mundo, estando associada a presenca da Brucella sp. no ambiente e em seus
hospedeiros reservatérios (GODFROID, 2002).
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Nos paises onde os programas de controle da brucelose foram implantados
eficientemente no inicio do século passado foram alcangados 6timos resultados e até
mesmo a erradicagdo nos rebanhos domésticos (GODFROID e KASBOHRER, 2002;
RAGAN, 2002). Tanto as nagOes livres da brucelose como as que apresentam baixas
taxas de prevaléncia nos bovinos tendem a direcionar suas agdes de monitoramneto nas
populagdes de animais selvagens (USDA, 2003).

A B. suis biovar 2 foi isolada de porcos selvagens na Dinamarca (pais livre de
brucelose em bovinos) e na Franca, havendo uma preocupacdo com a reintroducao da
doenca nos rebanhos domésticos, apesar da B. suis biovar 2 ndo causar zoonose
(GODFROID e KASBOHRER, 2002). Nos EUA e Canada, com 0 sucesso dos
programas de controle sanitério, a brucelose ficou restrita apenas as areas circundantes
dos grandes Parques Nacionais. Nestes ambientes os animais selvagens como bisdes,
cervideos e suideos tem sido afetados por B. abortus, eliminando a bactéria no ambiente
(AGUIRRE, 1995; CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; USDA, 2003).

O Brasil vem atualizando os dados do ultimo levantamento nacional de
prevaléncia da brucelose realizado em 1975 pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (POESTER et al., 2009; LAGE, 2008). Quanto as espécies e
biovariedades (ou biovares) de Brucella sp. existentes no Brasil, ja foram identificadas
B. abortus biovares 1, 2, 3, 4 e 6 (POESTER 2002; MINHARRO et al., 2008), B. suis
biovar 1, B. ovis e B. canis (BRASIL, 2006). B. mellitensis, principal a gente da
brucelose em cabras e a espécie mais patogénica para 0 homem, ndo foi isolada no
Brasil (BRASIL, 2006), apesar de estar presente em paises fronteiricos como a
Argentina, Paraguai e Peru (LUCERO, 2008).

No Mato Grosso do Sul os dados mais recentes, referentes a 2009, indicaram
4,5% de soroprevaléncia para brucelose no gado de corte do planalto e 12,6% de
prevaléncia para bovinos na regido pantaneira por meio do teste sorolégico do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) (Chate et al., 2009).

Dentre os animais selvagens, a Brucella sp. foi descrita principalmente em
bovideos e cervideos: bisdes (Bison bison) no América do Norte (TESSARO, et al.
1990; BEVINS et al., 1996, CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998), iaques na Mongdlia
(Bos grunniens), diversas espécies de bovideos e cervideos africanos (OMS, 1986,
GODFROID, 2002), renas e caribus (Rangifer tarandus) na Russia, Canada e EUA
(OMS, 1986; FORBES, 1991; GALL et al., 2001), alces (Alces alces) (DIETERICH et
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al., 1991), cervos (Cervus elaphus) (AGUIRRE et al., 1995; GALL et al, 2001) e
veados vermelhos na Nova Zelandia (RIDLER, 2001)

Outras espécies de vida livre como porcos selvagens (Sus scroffa) no Japéo,
Europa e EUA (EBANI et al., 2003; DAHOUK et al., 2005; WATARAI et al, 2006;
CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998), lobos (Canis lupus) e coiotes (Canis latrans) da
América do Norte (CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; DAVIS e ELZER, 2002)
foram relatados como potenciais reservatorios ou disseminadores da brucelose no
ambiente.

Quatro Brucella sp. sdo de ocorréncia natural em espécies selvagens, sdo elas B.
neotomae identificada no rato-do-deserto-americano (Neotoma lepida) (STOENNER e
LACKMAN, 1957), B. pinnipedialis e B. cataceae isoladas de diversos mamiferos
marinhos (EWALT et al.,, 1994; FOSTER et al., 2002) e B. microti recentemente
descrita no rato-selvagem-europeu (Microtus arvalis) e na raposa-vermelha-européia
(Vulpes vulpes) (SCHOLZ et al., 2008; SCHOLZ et al., 2009).

No Brasil, em um levantamento realizado no Pantanal sul-mato-grossense,
capivaras (Hydrochoerus hydrochaerys) e queixadas (Tayassu pecari) foram
soropositivos para Brucella sp. (ITO et al.,, 1998). Mathias et al., em 1999 ndo
encontrou anticorpos reagentes para B. abortus em veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus), porém na mesma regido do Pantanal, Brucella sp. foi diagnosticada a
partir de amostras de sangue desta mesma espécie pela Reacdo da Cadeia de Polimerase
(PCR), apresentando 20,4% de positividade (ELISEI et al., 2010).

Segundo POESTER et al. 2009, para iniciar um programa de controle de
brucelose bovina, deve-se conhecer a situacdo epidemioldgica da doenca por duas
razbes principais: embasar a escolha das melhores estratégias tendo em vista a
frequéncia e distribuicdo da doenca nas populacdes estudadas; e possibilitar o
acompanhamento do programa atentando-se para possiveis correcfes, a fim de evitar
desperdicio de tempo e de recursos. Neste contexto, é de importancia fundamental a
inclusdo das populagdes selvagens que podem ser acometidas pela brucelose nos
estudos de prevaléncia que sustentam o programa de controle nacional. Isto é ainda mais
relevante nas areas onde a pecuaria é desenvolvida em estreito contato com o ambiente

e a fauna nativa.
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2.2.2.2 Hospedeiros e reservatorios

As diferentes espécies e biovariedades do género Brucella sp. adaptaram-se a
um ou mais hospedeiros habituais, porém a maioria destas bactérias podem ser
infectantes também para outras espécies para as quais ndo sdo consideradas de
ocorréncia natural (WALKER, 2003). Na Tabela 1. sdo demonstrados as espécies de
Brucella sp. conhecidas até o momento, as suas biovares e 0s grupos de animais que

constituem os seus hospedeiros habituais e ocasionais.

Tabela 1. Espécies e biovares de Brucella sp. e seus hospedeiros habituais e ocasionais

Espécies Biovares = Hospedeiros Habituais Hospedeiros Ocasionais

Brucellaabortus l1a7e9 Bovinos Homem, cervideos,
bovideos, bubalinos,
bisGes, suinos, queixadas,
0Vinos e caprinos
selvagens, equideos,
hipopdtamos, canideos,
lebres, capivara, camelo

B. mellitensis la3 Caprinos e ovinos Homem, caprinos

selvagens, camelideos

B. suis lab Suinos e renas Homem, cervideos,
carnivoros

B. ovis Ovinos Cervideos

B. canis Caninos Homem e felinos

B. neotomae Rato-do-deserto -

B. pinnipediade Focas e lontras -

B. cetaceae Baleias e golfinhos Homem (acidentalmente)

B. microti Rato-selvagem Raposa-vermelha

B inopinata Desconhecido Homem

Os bovinos sé@o os hospedeiros preferenciais para B. abortus, entretanto esta
pode ocorrer também em bubalinos, ovinos, caprinos, suinos, cdes e equideos. Com

excecdo dos bubalinos, a maioria destes hospedeiros domésticos acidentais s&o
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apontados como terminais na cadeia de transmissé@o da brucelose, embora alguns deles
ja tenham sido descritos como fontes de infeccdo para os bovinos (PAULIN, 2003).

Diversos levantamentos foram conduzidos para identificar a brucelose e a sua
frequéncia em varias espécies de animais selvagens do Brasil e no mundo (OMS, 1986,
AGUIRRE, 1995; CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; ITO et al., 1998). Quando se
estuda um hospedeiro selvagem como reservatério ou fonte de infec¢do para uma dada
doenca, € necessario diferenciar se 0 agente etioldgico circula naturalmente na espécie
selvagem ou se ele foi introduzido pela exposicdo e contato com os animais domésticos,
fendmeno denominado “spill over”. Se a situacdo encontrada for o segundo caso, 0
monitoramento das popula¢bes selvagens torna-se prioritario, sob o risco de re-
introducdo (“spillback”) da doenca nos rebanhos domésticos (GODFROID, 2002).

A susceptibilidade dos bovinos a brucelose esta relacionada a espécie,
biovariedade e cepa de Brucella sp., ao tipo de exploracdo pecudria, a presenca de
reservatorios no ambiente , a idade, sexo e grau de maturidade sexual do hospedeiro, a
quantidade de microrganismos no inoculo, a imunidade inata e adquirida de cada
individuo e ao estagio da gestacdo (ADAMS, 2002; CAVALLERO, 2002; PAULIN,
2003; MONTEIRO et al., 2006).

Para que os animais selvagens sejam considerados na transmissé@o da brucelose,
além do diagnoéstico positivo de Brucella sp., sdo necessarias informacGes sobre a
susceptibilidade e resisténcia nos hospedeiros, a dose de infec¢do, o grau de contato
entre 0s animais selvagens e domésticos e os fatores ambientais e sazonais que alteram a
infeccdo, buscando demonstrar a adaptacao e a sustentabilidade da infecgcdo para que 0s
hospedeiros possam dar continuidade a transmisséo do agente (GODFROID, 2002).

A brucelose humana depende da existéncia dos reservatorios animais, incluindo
os de vida livre (GODFROID, 2002) e das caracteristicas ocupacionais das pessoas
acometidas, em que profissionais ligados a cadeia produtiva da carne, consumidores de
leite e derivados sem pasteurizacdo, veterinarios e laboratoristas sdo mais susceptiveis.
Em ordem decrescente de patogenicidade B. mellitensis, B. abortus, B.suis e B. ceti (ou
B. cetaceae) afetam o ser humano (PESSEGUEIRO et al., 2003, CORBEL et al, 2006,
LUCERO et al., 2008; SELEEM et al., 2010). O homem pode ser o hospedeiro
preferencial de uma nova espécie: B. inopinata, isolada recentemente de uma infeccao
num implante de seio numa mulher (SCHOLZ et al., 2009).

Dentre os paises que erradicaram a brucelose de seus rebanhos bovinos, somente

10: Australia, Canada, Chipre, Dinamarca, Finlandia, Holanda, Nova Zelandia,
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Noruega, Reino Unido e Suécia sdo considerados livres da doenca (causada por B.
abortus) em humanos. Para atingir tal status, todas estas nagdes sustentaram este
panorama por um periodo de pelo menos cinco anos sem a ocorréncia de casos novos
(SELEEM, 2010).

2.2.2.3 Transmissdo

A principal fonte de infeccdo para a brucelose em bovinos e animais selvagens
sdo as fémeas gestantes infectadas, que ao abortarem ou parirem eliminam grandes
quantidades de Brucella sp. no ambiente, contaminando pastagens, agua e solo (OMS,
1986; CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; BRASIL, 2006). Uma vaca que abortou
por brucelose pode permanecer por até 30 dias eliminando o patdgeno no ambiente
(BRASIL, 2006). Em regides, como o Pantanal Sul-mato-grossense, os bovinos
convivem com o veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) e ambos se alimentam das
mesmas pastagens e cursos de agua. Assim como no bovino, a principal forma de
transmissdo da brucelose nestes cervideos € a digestiva (WITTER, 1981; UHART et al.,
2010), através da ingestdo de agua ou de pastagens contaminadas com secrecfes ou
tecidos infectados por Brucella sp.

Os bovinos possuem outras importantes vias de infeccdo, como a aerdgena e 0
contato direto de Brucella sp. com as mucosas conjuntivas (BRASIL, 2006; PAULIN,
2003). A transmissdo pela monta natural tem pouca ou nenhuma importancia para 0s
bovinos, pois a vagina possue defesas naturais eficientes para eliminar a Brucella sp.
Entretanto, na inseminacdo artificial existe o risco da infec¢do iatrogénica, ja que o
sémen é depositado diretamente no Gtero (LAGE, 2008).

Ha& um papel secundario na transmissdo e manutencdo da brucelose nos rebanhos
que é desempenhado por vetores hemat6fagos. Moscas-do-chifre, ao se alimentarem do
sangue de animais infectados durante o periodo de bacteriemia, transportam e excretam
Brucella sp. nas fezes (WITTER, 1981; WALKER, 2003).

As vacas brucélicas transmitem o patégeno aos bezerros pelo leite ou ainda
podem parir bezerros infectados na vida intra-uterina. Isto ocorre principalmente em
vacas que ja abortaram por brucelose em gestacdes anteriores e tornaram-se resistentes a
doenca. Se o animal parido nesta situacdo for uma fémea, esta tende a abortar em sua
primeira prenhez, apresentando soropositividade tardiamente somente em estagios
avancados da gestacdo (BRASIL, 2006).
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A via digestiva é a principal porta de entrada de B. abortus para os ungulados
selvagens, mas a infeccdo também pode ocorrer pelo contato direto das mucosas nasal,
oral, conjuntival, vaginal ou retal com a bactéria. Para B. ovis a via de infecgdo venéria
€ a mais importante, essencialmente para os cervideos machos onde esta bactéria
encontra seus locais de predilecdo (testiculos e epididimo) para a instalacdo no
organismo (MACKINTOSH et al., 2002). A rena (Rangifer tarandus) é um cervideo
que constitui o principal animal doméstico nas regibes articas do Canada, Russia e EUA
(Alasca). Nesta espécie € muito importante a infec¢do por B. suis biovar 4, que constitui
uma zoonose e ocorre pelas mesmas rotas de transmissao da B. abortus. As renas sao as
Unicas espécies de ruminantes que atuam comprovadamente como reservatorios e
disseminadores para a B. suis (OMS, 1986).

No Pantanal sul-mato-grossense o cervideo mais abundante € o veado-campeiro
que vive em simpatria com os bovinos domésticos locais, compartilhando das
pastagens, habitats e outros recursos (LACERDA, 2008). Esta intima relacdo entre
bovinos e cervideos pode favorecer o “spillover” (transbordamento) de patogenos de
uma populacdo para outra. Apesar de terem sido realizados inquéritos epidemioldgicos
para a brucelose nestes animais, até o presente momento o potencial e as rotas de
transmisséo na interface bovinos/veado-campeiro sdo desconhecidos.

A maioria dos casos de transmissao da Brucella sp. para 0 homem ocorre por via
digestiva a partir do leite e derivados ndo pasteurizados. Carnes mal cozidas,
essencialmente as que possuem 0ssos com medula sdo também importantes fontes de
infeccdo. O contato direto das mucosas oral, respiratria ou conjuntiva e da pele
escarificada com o ambiente ou com as secrecOes de animais infectados permite a
entrada da bactéria no corpo humano. Deve-se ter cuidado ao manipular Brucella sp. em
laboratdrios, pois tanto a inalacdo como a inoculacdo acidental de cepas, incluindo as
vacinais, sdo vias de infeccdo para o0 homem. Com relagdo a transmissdo humano-
humano, a via sexual e a amamentacdo de bebés ja foram descritas como
potencialmente possiveis, apesar de serem raras (OMS, 1986; PESSEGUEIRO et al.,
2003; CORBEL et al., 2006; SELEEM et al., 2010).
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2.2.3 Fisiopatogenia e resposta imune

Ao penetrar no organismo do hospedeiro, pelas mucosas externas ou pela via
digestiva, as bactérias do género Brucella sp. realizam um curto periodo de bacteremia,
logo sendo capturadas e transportadas por células fagocitérias até os linfonodos
regionais (COSTA, 2001). Ao entrar em contato com receptores dos macréfagos que
regulam a fixacdo e apreensdo de bactérias, Brucella sp. inibe a fusdo com os
fagolisossomos intracelulares dos macréfagos, podendo entdo se multiplicar no reticulo
endoplasmatico rugoso (DELRUE et al., 2004).

O LPS com a cadeia “O” lateral, presente nas cepas lisas de Brucella sp. inibe a
fagocitose, protege contra a morte bacteriana dentro do fagolisossoma e contra a
apoptose da célula hospedeira. Proteinas de estresse (chaperonas) sdo produzidas em
Brucella sp., protegendo contra enzimas hidroliticas e radicais de oxigénio como o
superoxido que sdo produzidos pelo hospedeiro. O sistema de secrecao tipo IV, atraves
do operon virb é o principal fator de viruléncia de Brucella sp., atuando na penetracédo
da bactéria nos macrofagos, evitando a fusdo dos fagossomos com os compartimentos
lisossomais, realizando a captacdo rapida de lipideos para a evasdo e de nutrientes do
citosol macrofagico, além de regular a reproducédo intracelular de Brucella sp. Este
sistema de secrecdo parece atuar durante as 12 primeiras horas de internalizacdo de
Brucella sp. nos macrofagos, protegendo as bactérias dos fagolisossomas até que estas
atinjam o reticulo endoplasmético para se reproduzirem, entdo a participacdo deste
sistema é reduzida até a desativacdo (GORVEL e MORENO, 2002; KOHLER et al.,
2002; DELRUE et al., 2004).

Perante aos mecanismos de patogénese da Brucella sp., o organismo do
hospedeiro responde principalmente com a resposta imune mediada por células
fagocitérias (macrofagos), neutrofilos e linfocitos-T auxiliares e citotdxicos, sendo esta
a principal forma de defesa para o controle de microrganismos intracelulares. Apesar de
ser menos eficiente, a imunidade humoral também é mobilizada e os linfocitos B
ativados produzem imunoglobulinas das classes 1gG1 e 2, IgM e IgA especificas anti-
LPS da membrana celular de Brucella sp. (OMS, 1986; BRASIL, 2006).

Apos multiplicarem-se nos macréfagos, bactérias Brucella sp. intracelulares ou
livres localizadas nos linfonodos regionais sdo disseminadas por via hematégena e
linfatica, instalando-se principalmente nos Orgaos ricos em células do sistema

reticuloendoleial (mononuclear fagocitario) como o baco, figado e linfonodos
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(PAULIN, 2003). Em ruminantes gestantes brucélicos ha um tropismo pelos
placentomas, devido ao aumento da producdo do agUcar eritritol, utilizado pela bactéria
em suas fun¢des metabolicas (ESSENBERG et al., 2002).

Quanto mais avancada € a gestacdo, maior é a probabilidade de infeccdo do
utero gravidico (BRASIL, 2006). Nos casos agudos costuma ocorrer a placentite
necrosante, devido a destruicdo dos placentomas por endotoxinas brucélicas, onde ha o
descolamento das vilosidades que unem as carunculas uterinas aos cotilédones
placentarios, comprometendo o aporte sanguineo ao feto, prejudicando a respiracdo e
nutricdo e, por fim causando a consequente morte fetal (WALKER, 2003; PAULIN,
2003; ANDERSON, 2007). Nos casos cronicos quando as lesdes necrosantes sao
menores, ocorre maior deposicdo de fibrina nas vilosidades dos placentomas e maior
possibilidade de retencdo da placenta num eventual parto ou aborto, pois dificilmente a
placenta se descola do Gtero quando as vilosidades estdo cicatrizadas (PAULIN, 2003).
O feto também pode ser diretamente infectado e morto por endotoxinas de Brucella sp.
ou 0 parto prematuro pode ser induzido devido ao estresse fetal resultante da inflamagéo
dos tecidos placentarios (ADAMS, 2002; WALKER, 2003).

Diferentemente dos ruminantes e suinos, o homem, roedores, equinos, e
lagomorfos (coelhos) ndo produzem o eritritol em niveis detectaveis na placenta,
testiculos, articulagdes e glandula mamaria. Esta particularidade fisiolégica pode
explicar a menor predilecdo de Brucella sp. pelos tecidos placentarios durante a
gestacdo nestas espécies (RIBEIRO et al., 2008). Contudo, existem outros carboidratos
como o glicerol e as hexoses produzidos nos 6rgaos reprodutores que Brucella sp. pode
utilizar como fonte energética. No processo de obtencdo da cepa de B. abortus B19
houve mutacdes (especialmente no gene ery) que comprometeram a capacidade de
metabolizar carboidratos essenciais para a biossintese do LPS de membrana,
responsavel por parte da viruléncia (ESSENBERG et al., 2002)

As artrites sépticas e a migracdo de Brucella sp. para as glandulas mamarias
tambeém estdo associadas a cronicidade da doenca nos bovinos (ADAMS, 2002; LAGE
et al., 2008). Nos machos, as lesdes nos testiculos, epididimos e glandulas acessorias
podem ser uni ou bilaterais e sdo causadas por reagdes inflamatorias necrosantes (OMS,
1986; PAULIN, 2003).

Existem poucos trabalhos sobre a fisiopatogenia da brucelose nos mamiferos
selvagens susceptiveis, mas em geral os mecanismos de infec¢do e o desenvolvimento

da doenca no organismo sdo semelhantes aos descritos para as espécies domesticas. A
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doenca costuma se manifestar respeitando os fatores reguladores como a espécie e cepa
de Brucella sp., 0 estagio da gestacdo, a quantidade de bactérias no indculo infectante, a
taxa de contato com os reservatorios e as caracteristicas de resisténcia dos hospedeiros
(TESSARO et al., 1990; BEVINS et al., 1995; USDA, 2008; DAHOUK et al., 2005).

Assim como nos demais ungulados, os cervideos possuem células trofoblasticas
que produzem o eritritol em altas quantidades durante a gestacdo, atraindo Brucella sp.
dos linfonodos regionais para o utero. A placenta dos cervideos é do tipo
oligocotiledonaria com no maximo dez placentomas (variando entre 3 e 6 na maioria
das espécies) diferindo dos bovinos, ovinos e caprinos, onde a quantidade destas
estruturas costuma ser 10 vezes maior (BENIRSCHKE, 2005). Este pode ser um
agravante anatomico na infeccdo uterina por Brucella sp., onde o comprometimento de
apenas um placentoma pode significar uma defasagem de 10 a 33% de aporte sanguineo
materno para o feto.

Nos cervideos pode haver a inflamagcdo com necrose da placenta que leva ao
aborto por Brucella sp. (MACKINTOSH et al., 2002). Além do utero, ocorre
multiplicacdo bacteriana no Ubere das fémeas (UHART et al., 2010) e nos testiculos e
epididimos dos machos, especialmente nas infec¢bes por B. ovis, causando inflamacdes
e fibrose (RIDLER, 2001).

2.2.4 Sintomatologia e alteracGes anatomo-histopatoldgicas

As manifestacdes clinicas principais da brucelose estdo associadas as lesées no
sistema reprodutivo e animais adultos dificilmente apresentam sinais sistémicos
(WALKER, 2003). A ocorréncia do aborto no terco final da gestacdo é o sintoma
classico da infec¢cdo por B. abortus tanto nos bovinos, como nos ruminantes selvagens
(KREEGER et al., 2002; ANDERSON, 2007). Sintomas tipicos como a repeticdo do
cio, a retencdo da placenta, descargas uterinas e 0 nascimento de crias fracas foram
reportados em bisGes e cervideos com Brucella sp. (KREEGER et al., 2002;
MACKINTOSH et al., 2002; USDA, 2008). A placentite necrosante é a principal lesdo
macroscépica encontrada na brucelose dos ruminantes (PAULIN, 2003).

Nos machos de varias espécies de cervos, veados, renas e caribus existem relatos

de sub-fertilidade, orquite, epididimite e inflamag@o das glandulas anexas sexuais nas
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infeccdes por B. abortus e B. ovis (OMS, 1986; RIDLER, 2001; MACKINTOSH et al.,
2002; UHART et al., 2010).

A Brucella suis biovar 4 em cervideos pode causar aborto, infertilidade e lesdes
supurativas ou ndo na articulacdo carpal, linfonodos, glandula mamaria e testiculos.
Também ha relatos de abscessos subcutaneos, musculares, hepaticos, renais e na parede
do rumen. Esta brucelose dos cervideos € uma grave zoonose para as pessoas que
convivem e se alimentam destes animais no Alasca, Canada e Sibéria (FORBES, 1991;
MACKINTOSH et al.,, 2002). Algumas espécies como o0 veado-da-cauda-branca
(Odocoileus virginianus) e Odocoileus hemionus sdo relativamente resistentes a
infeccdo por B. abortus (MACKINTOSH et al., 2002; UHART et al., 2010).

Em humanos, a brucelose aguda é caracterizada por febres ondulantes (de 37°C
pela manha até de 40°C nas tardes), debilitacdo, dores musculares e articulares, sudorese
noturna com odor peculiar e seguida de calafrios e esplenomegalia. Reacdes alérgicas
do tipo exantemas papulares ou pustulares causadas pelo contato com Brucella sp.
podem surgir no brago de veterindrios que realizam diagndstico de gestagdo ou
procedimentos obstétricos sem os devidos cuidados (OMS, 1986; CORBEL, 2006;
SELEEM et al., 2010).

Como complicacBes da doenca ocorrem osteoartrites, diarréias, peritonite,
linfadenopatia paratraqueal, hepatite infecciosa, orquite e epididimite, aneurisma
meningoencefalite e aborto por bacteremia especialmente no tercgo inicial da gestacéo,
diferente dos ungulados a placenta da mulher ndo é cotiledonéria e ndo produz eritritol.
Pode haver morte por toxemia ou pelas consequéncias da trombocitopenia e
endocardite. Os casos sdo considerados crénicos quando 0s sintomas iniciais
permanecem por mais de 12 meses a partir do diagnostico, a depressdo e angustia sao
comuns com a manutencdo dos sinais inespecificos de febre, dores de cabeca e
resfriados (OMS, 1986; CORBEL, 2006;).

2.2.5 Diagnostico

2.2.5.1 Meétodos Indiretos - Testes sorologicos

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT) regulamenta como oficial para os bovinos o teste do Antigeno
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Acidificado Tamponado (AAT) para a triagem dos animais e do 2-ME (2-
mercaptoetanol) como prova confirmatéria (BRASIL, 2006).

Em cervideos e outros ungulados selvagens este método de diagndstico vem
sendo bastante utilizado em estudos de prevaléncia da brucelose, principalmente na sua
apresentacdo em cartBes impregnados com o antigeno acidificado de B. abortus (“card
test”) (AGUIRRE et al., 1995; MATHIAS et al., 1999; COOK et al., 2002; USDA,
2008).

A prova do AAT é um método indireto e qualitativo de diagndstico, baseado na
reacdo de aglutinacdo entre o antigeno, uma cepa laboratorial de Brucella abortus (S99
ou S11119.3) e as imunoglobulinas (lg) ativadas presentes no soro sanguineo do
hospedeiro. A aglutinagdo pode ser visualizada sob retroiluminacdo em placa de vidro
com o auxilio do corante rosa-bengala ou diretamente no card test, indicando a
interacdo do antigeno com a IgG; O pH é&cido (3,65) da solucdo do AAT reduz as
reacOes de aglutinacdo inespecificas causadas pelo is6topo IgM (NIELSEN, 2002;
BRASIL, 2006).

O 2-mercaptoetanol (2-ME) é um teste diagnostico qualitativo que fornece os
resultados na forma de titulos de diluicdo seriada (25, 50, 100 e 200), sendo utilizado
para a confirmagdo das amostras positivas pelo AAT para a brucelose em bovinos
(BRASIL, 2006). Nesta prova redutora de anticorpos inespecificos, sdo adicionados
agentes com o radical “tiol” no diluente do soro a ser testado, promovendo a quebra das
IgM inespecificas em unidades monométricas incapazes de promover a aglutinacao,
restando apenas as 1gG indicativas de infeccdo cronica de Brucella sp. (NIELSEN,
2002; BRASIL, 2006).

Segundo o PNCEBT a prova de 2-ME deve ser realizada em paralelo com a
prova de Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SALT), permitindo a diferenciacdo dos
soros com predominio de IgM indicativa de infeccdo recente, vacina¢do ou reacdo
inespecifica (BRASIL, 2006). Sdo entdo adicionados os antigenos de B. abortus e os
soros dos animais em ambos os tubos, conforme as diluicbes preconizadas todas as
amostras sdo incubadas por 48 horas. A interpretacdo da prova baseia-se na avaliagéo
visual da solucdo incubada sob iluminagdo, onde na presenga de anticorpos 0 soro
testado torna-se translicido devido a formagéo de imunocomplexos que se apresentam
como grumos brancos insoltveis (BRASIL, 2006).

O teste de redugdo de anticorpos mais utilizado em cervideos na América do

Norte é o Rivanol, sendo incorporado aos programas de controle de Brucella sp. destes
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animais nos EUA e no Canada (CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; USDA, 2003).
Assim como o 2-ME, o Rivanol segue os mesmos principios de funcionamento,
precipitando por reducdo os agentes que interferem no teste de aglutinagéo sem eliminar
0s anticorpos vacinais, 0 que pode gerar resultados falsos positivos (NIELSEN, 2002).

Dentre as provas indiretas para o diagnostico da brucelose o Ensaio de
Polarizacdo Fluorescente (“Fluorescence Polarization Assay” - FPA) desponta como
um dos testes com melhores taxas de sensibilidade e especificidade, sendo inclusive
validado para algumas espécies de grandes cervideos da América do Norte (GALL et
al., 2001). O PFA foi inicialmente desenvolvido para bovinos e baseia-se na preparagdo
de um antigeno da cadeia “O” do LPS de B. abortus (cepa 1119.3) conjugado com uma
molécula de isotiocianato de fluoresceina (marcador fluorescente). Este antigeno com o
marcador é adicionado ao soro a ser testado numa solucéo previamente estandarizada
em equipamento préprio para PFA. Na presenca de anticorpos anti-cadeia “O” do LPS,
formam-se imunocomplexos que ficam com maior peso molecular que o dos antigenos
isolados (NIELSEN et al., 2000; BRASIL, 2006).

Apesar dos métodos soroldgicos de diagndstico para brucelose nas espécies
selvagens terem sido ainda pouco estudados e quase sempre ndo validados, eles tém
sido apontados como importantes ferramentas presuntivas na avaliagdo da exposi¢éo ou
ndo destes animais aos patdgenos. O ideal num programa de monitoramento da
brucelose na fauna seria efetuar em paralelo as provas soroldgicas e o isolamento
bacteriano, relacionando os resultados obtidos com os casos clinicos, sub-clinicos e
cronicos nos animais (GODFROID, 2002).

2.2.5.2 Métodos Diretos - Testes moleculares

O uso das tecnologias moleculares de deteccdo do DNA, sobretudo a Reacédo da
Polimerase em Cadeia (PCR), desponta como uma alternativa promissora e eficiente
para o diagndstico da brucelose (BRICKER, 2002).

A PCR tem sido utilizada no homem, nos animais domésticos e em alguns
alimentos para a deteccdo da brucelose, sendo um método bastante sensivel, especifico,
rapido e seguro (QUEIPO-ORTUNO et al., 1997; BRICKER, 2002a; MYIASHIRO et
al., 2007). Contudo, dentre os animais selvagens esta técnica de diagnostico foi ainda

pouco explorada, provavelmente devido ao alto grau de investimento que a sua
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implantacdo demanda e a falta da padronizacdo da técnica para estas espécies e seus
patdgenos.

Com a PCR pode-se detectar o DNA de Brucella sp. em amostras de sangue, em
fetos abortados diretamente dos tecidos, no ambiente ou mesmo em alimentos ja
processados (BRICKER, 2002a; CORTEZ et al., 2006; MIYASHIRO et al., 2007). Esta
é uma clara vantagem em relagdo as provas soroldgicas e ao isolamento in vitro, método
de “diagnostico ouro” para a brucelose, que necessitam de materiais especificos e em
boa qualidade para que seus resultados ndo sejam comprometidos, seja por reacOes
cruzadas ou por contaminacdo. A PCR ainda, evita o risco de infeccdo por manipulagéo
de Brucella sp. no cultivo bacteriano in vitro e ¢ um método mais rapido de diagnéstico
que o isolamento (QUEIPO-ORTUNO et al., 1997; BRICKER, 2002a).

Dependendo dos objetivos, a PCR pode ser utilizada como uma prova
diagnostica de triagem altamente sensivel e especifica para o género Brucella sp. ou ser
uma ferramenta precisa para a caracterizacdo das espécies, biovares e até mesmo das
cepas de laboratérios através de suas diferencas genéticas. Com relagdo ao primeiro
caso, diversos testes tem sido desenvolvidos para a identificacdo rapida de Brucella sp.
a partir de um locus especifico para o género (BRICKER et al., 2002b).

O uso de sequéncias de iniciadores localizadas em regifes especificas do gene
16S rRNA tem se mostrado eficiente para a deteccdo de Brucella sp. isoladas em
laboratdrio, apesar de que em alguns casos podem ocorrer reacdo cruzada na presenca
da bactéria Ochrobactrum anthropi bidtipo D, que é geneticamente relacionada a
Brucella sp. (ROMERO, et al., 1995). O operon virB possui 12 genes que codificam o
sistema de secrecao tipo IV, responsavel pela multiplicacéo e sobrevivéncia da Brucella
sp. durante a sua vida intracelular. Tais genes possuem regifes que foram preconizadas
na eleicdo de primers que apresentaram 6timos desempenhos na deteccdo de Brucella
sp., sendo testadas em DNA extraido de colbnias isoladas em laboratorio (ROUOT et
al., 2003; HARTIGH et al., 2004; HARTIGH et al., 2008) e em material clinico
(ELISEI et al., 2010).

Com primers desenhados para sequéncias do gene BCSP31 que codifica uma
proteina periplasmética antigénica sem funcdo conhecida, a reacdo da PCR obteve
eficiéncia em amostras clinicas, mais precisamente sangue periférico (QUEIPO-
ORTUNO et al., 1997), tendo capacidade para detectar todas as espécies do género
Brucella sp. (BRICKER, 2002a)
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Quanto a diferenciacdo das espécies e biovares de Brucella sp., a PCR AMOS
teve destaque pela utilizacdo de um multiplex de primers, sendo batizada com as iniciais
das espécies que detecta (B. abortus biovares 1, 2 e 4, B. melitensis biovares 1, 2 e 3, B.
ovis e B. suis biovar 1). Esta técnica se baseia no uso de quatro primers especificos para
as Brucella spp. citadas e um outro primer para o elemento 1S711. O ndmero de
localizacBes em que a sequéncia multipla 1S711 estd inserida no cromossomo das
diferentes espécies de Brucella sp., gera um produto com diferentes tamanhos de
amplicons (BRICKER e HALLING, 1994). Mais tarde, outras técnicas de PCR
multiplex complementaram e melhoraram a PCR AMOS, adicionando a esta os primers
que faltavam para as espécies e biovares de Brucella sp. (OCAMPO-SOSA et al., 2005;
MINHARRO et al., 2009; MAYER-SCHOLL et al., 2010).

No diagnostco da brucelose através da PCR é possivel diferenciar o DNA das
cepas vacinais B19 e RB51 de B. abortus do DNA das demais espécies Brucella sp. Tal
diferenciacdo pode ser observada ao se utilizar os primers eryl/ery2, desenhados para o
gene ery que € responsavel pelo metabolismo e aproveitamento do eritritol. Quando a
sequéncia de nucleotideos do gene ery é amplificada em todas as espécies selvagens de
Brucella sp. ou na cepa vacinal rugosa B. abortus RB51, os amplicons formados
possuem 1063 (pares de base) pb, diferentemente da cepa vacinal lisa B. abortus B19,
que possui fragmentos de somente 361 pb amplificados para o gene ery, o qual sofreu
uma mutacdo que promoveu a delecdo de 702 pb em sua sequéncia de DNA (BRICKER
e HALLING, 1995; EWALT e BRICKER, 1995 MYIASHIRO et al., 2007).

Outra PCR desenvolvida para a diferenciacdo da cepa vacinal B. abortus RB51
das demais Brucella sp. tem como referéncia o gene wboA que codifica a
glicosiltranferase responsavel pela sintese da cadeia “O” do LPS de membrana. A cepa
B. abortus RB51 é do tipo rugosa e foi atenuada a partir de B. abortus 2308 lisa, onde
no processo de derivacao ocorreu a interrup¢do da cadeia de nucleotideos do gene whoA
pela insercdo do elemento genético 1S711, com 842 pb. Explorando essa diferenca de
nucleotideos em B. abortus RB51, foram desenhados primers que amplificam
aproximadamente 400 pb para todas as espécies e cepas de Brucella sp., exceto B.
abortus RB51, que devido a insercdo do elemento IS711 ir4 amplificar produtos de
aproximadamente 1300 pb (= 400 pb + 842 pb) (VEMULAPALLI, 1999).

As PCRs multiplex podem ser utilizadas com DNA extraido diretamente de
tecidos bioldgicos ou para o diagnéstico diferencial entre patdgenos de géneros

diferentes, como é o caso do aborto perinatal em bovinos (RICHTZENHAIN et al.,
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2002). As aplicacGes post mortem também sdo possiveis para a PCR, tanto tempo
quanto perdurar a viabilidade do DNA que se preconiza (CORTEZ et al., 2006). Esta
caracteristica € muito importante para os animais selvagens que demandam grandes
esforcos e recursos para serem capturados no monitoramento e vigilancia de doencas.
Desta forma, mesmo 0s animais mortos nas estradas ou em outras situagdes poderiam

fornecer valiosas informac6es epidemioldgicas sobre a brucelose (BENGIS, 2002).

2.2.6 Tratamento

N&o ha tratamento especifico para a brucelose em cervideos devendo ser
preconizadas as medidas de controle profildtico e epidemioldgico (CHEVILLE e
McCULLOUGH, 1998). O rifle sanitario no caso de surtos descontrolados foi
regulamentado, porém nao utilizado em paises que incluem as espécies selvagens em
seus programas sanitarios de vigilancia, contrabalangando a importancia politico-
econdmica da doenca para a cadeia produtiva da carne e leite, a satde publica no caso
dos surtos em humanos e o valor ecoldgico dos reservatorios selvagens (USDA, 2003).
Na América do Sul, os estudos parecem apontar para uma baixa participacdo dos
cervideos como reservatorio natural na ecoepidemiologia da Brucella sp. por fatores que
precisam ainda ser esclarecidos (UHART et al., 2010).

2.2.7 Vacinagao

A vacina B19 é uma cepa lisa, viva e atenuada de B. abortus biovar 1 que foi
originalmente obtida em 1923 por um pesquisador americano chamado John M. Buck,
que a isolou do leite de uma vaca Jersey que apresentava sinais de infertilidade. A B.
abortus virulenta ficou esquecida no laboratério exposta a temperatura ambiente por
cerca de um ano, quando entdo o pesquisador a testou em cobaios e constatou que ela
era altamente imunogénica (SCHURIG et al., 2002; POESTER, 2006).

Especula-se que no processo de atenuagdo a cepa B19 ocorreram mutacgdes que
reduziram a afinidade e a capacidade de metabolizacdo do eritritol. A caracteristica
imunogénica desta cepa, manteve-se devido a manutengdo da cadeia “O” no LPS da

membrana, estimulando a producdo de anticorpos (SCHURIG et al., 2002).
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Inicialmente desenvolvida para a pré-imunicdo do gado, a B19 ¢ utilizada na
América do Norte para a vacinacdo dos cervideos desde 1980, na forma de “bio-balas”
contendo um preparado liofilizado com a dose reduzida de 3,6 x 10" a 7,6 x 10°
unidades formadoras de coldnias (CFU) de Brucella sp. vivas (DAVIS e ELZER, 2002).
Os animais sdo entdo alvejados a distancia por meio de rifles de gas comprimido, sendo
que cerca de quarenta mil individuos j& foram vacinados (COOK et al., 2002). A
eficiéncia deste programa é considerado controversa, pois ndo hd como controlar se um
animal foi vacinado mais de uma vez, se a dose foi completamente administrada, se o
animal tinha a faixa etaria ideal de 3 a 10 meses e se ndo estava gestante. S&o
necessarios testes para determinar a prevaléncia da brucelose com o programa vacinal e
para avaliar eventuais problemas clinicos, reprodutivos e ecoldgicos nestas populagdes
de cervideos (CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; DAVIS e ELZER, 2002).

A cepa mutante rugosa RB51 foi originada da B. abortus 2308 por um processo
de resisténcia a rifampicina. Ela perdeu a cadeia “O” lateral do LPS e manteve esta
caracteristica coonservada mesmo ap0s Varias passagens in vitro e in vivo em varias
espécies animais (SCHURIG et al., 2002).

Nos cervideos a RB51 foi testada por dois autores na regido do Parque do
Yelowstone. O primeiro concluiu que a dose ativa de protecdo parece ser mais alta que a
utilizada em bovinos, em alguns casos a vacina parece causar o aborto, a via oral de
vacinacdo parece ser melhor que a sub-cutanea (COOK et al., 2002). A utilizacdo da
dose parenteral para a RB51, ndo é encorajada pelos resultados obtidos, pois a protecédo
contra os abortos ndo foi superior a encontrada nos grupos controle ndo vacinados
(KREEGER et al., 2002).

2.3 Leptospirose

2.3.1 Importancia

O homem, animais domésticos e selvagens sdo afetados pela leptospirose
(STEELE, 1959; FAINE et al., 1999; VIEIRA, 2009; UHART et al, 2010).
A leptospirose & um problema de satde publica mundial. Nas areas tropicais e

subtropicais Umidas o impacto desta doenca é ainda maior por influéncia do clima e
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ambiente. Condicdes inapropriadas de saneamento basico e catastrofes naturais
propiciam a infeccdo humana. De acordo com a ocupagéo profissional, os trabalhadores
podem ter maiores ou menores taxas de contato com as leptospiras. Para o turismo de
aventura, esportes ou atividades de lazer realizados em ambientes aquaticos, esta doenca
é potencialmente importante (WHO, 2003).

Além da salde e do bem-estar de animais domésticos serem comprometidos pela
leptospirose, € atribuido a esta doenca o aumento dos custos de producdo decorrente de
problemas na esfera reprodutiva, como o aborto, nascimento de crias fracas, aumento do
intervalo entre partos, repeticdo de cios, reducdo na producéo de leite e 0 aumento das
despesas com o0s servicos veterinarios, medicamentos, vacinas e vigilancia sanitéria
(LILEMBAUM e SOUZA, 2003; WHO, 2003; MINEIRO et al., 2007).

Os animais selvagens atuam como reservatorios naturais para as diferentes
sorovares que causam a leptospirose (FAINE et al., 1999). Os roedores sdo
importantissimos na epidemiologia desta doenca em humanos (HERBETREAU et al.,
2005; CORREA, 2007). Para os cervideos a sorovar pomona tem se mostrado altamente
virulenta, estando relacionada com 0s casos superagudos de leptospirose, causando a
“Sindrome Hemolitica Fatal” principalmente em fémeas gestantes e em filhotes. J& a
sorovar hardjo causa a leptospirose crénica em cervideos, sendo responsavel por abortos
e outras falhas reprodutivas (MACKINTOSH et al., 2002).

Dois importantes fatores reguladores do tamanho de uma populacéo selvagem: o
aumento da mortalidade e a supressdao reprodutiva (WOBESER, 2006), sdo

desencadeados pela leptospirose em cervideos.

2.3.2 Microbiologia

Pertencendo a ordem Espirochaetalis e familia Leptospiraceae, as bactérias do
género Leptospira sp. séo alongadas e espiraladas (helicoidais), com dimensdes de 0,1 x
6 a 20 pm, possuindo um flagelo periplasméatico (endoflagelo) que atravessa
longitudinalmente o microrganismo e liga as duas extremidades que ficam com aspecto
de gancho (QUINN et al., 2005, LEVETT, 2001). Sdo portanto moveis e apesar de
Gram negativas, se coram mal por esta técnica, necessitanto de impregnacao pela prata,
complexacdo com anticorpos fluorescentes e/ou microscopia de campo escuro para
serem melhor visualizadas (LE FEBVRE, 2003). As taxa de guanina + citisina no DNA
de Leptospira sp. oscila entre 33,5 + 0,2 e 43,3% (FAINE et al., 1999).
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As leptospiras séo aerdbias estritas, com temperatura 6tima para 0 crescimento
entre 28 e 30°C e tempo inter-geragdes (durante a fase de crescimento exponencial)
entre 6 a 12 horas (LEVETT, 2001; WHO, 2003). Nao h& crescimento nos meios de
rotina, sendo necessario o uso de solucdes enriquecidas com albumina sérica, vitaminas
B, e By, sais de amonio e &cidos graxos de cadeia longa. O meio mais comum para o
isolamento € o Fletcher, que é enriquecido com o soro de coelho (em concentracfes de
até 10%) e promove a multiplicacdo das leptospiras caracterizada por uma zona turva,
meio centimetro abaixo do menisco da superficie, chamado Anel de Dinger (FAINE et
al., 1999; LEVETT, 2001; QUINN, 2005).

As temperaturas inferiores a 13 °C e em torno de 40 °C inibem a multiplicagéo
ou destroem as leptospiras, inclusive durante a febre nos hospedeiro. Estas bactérias sdo
sensiveis a ambientes em decomposicdo, ao dessecamento, pH menor que 6,8 ou maior
que 8 e a exposicdo a maioria dos agentes desinfetantes (FAINE et al., 1999; WHO,
2003). Os ambientes aquaticos e solos Umidos a temperatura de 20 °C mantém as
leptospiras viaveis fora do hospedeiro (CORREA, 2007).

O género Leptospira sp. foi inicialmente organizado em duas espécies, L.
interrogans, compreendendo as cepas patogénicas e L. biflexa, contendo as cepas
saprofitas e de vida livre. Tais cepas foram classificadas por critérios antigénicos, onde
as diferentes proporgdes entre titulos homdélogos de aglutinacdo que apresentavam,
guando expostas a anticorpos monoclonais de coelhos, as caracterizava como sorovares
distintas. Devido as semelhancas antigénicas e a sua utilidade como ferramenta
epidemioldgica, os sorogrupos foram propostos para agrupar diferentes sorovares de L.
interrogans (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

Com base nas técnicas de hibridizacdo do DNA, a classificacdo foi revista,
sendo o0 género Leptospira sp. organizado em 17 espécies (genomospécies). Mais tarde,
foi constatada diversidade genética entre cepas dentro de uma mesma sorovar, 0 que
caracterizou os sorotipos (VAN EYE et al., 1991, LEVETT, 2001). Com tantas
propostas, a organizagdo taxondémica das leptospiras tornou-se bem complexa, como por
exemplo o sorovar harjo, ocorre para duas espécies geneticamente diferentes, L.
borgpetersenii e L. interrogans, porém antigenicamente semelhantes (mesmo
sorogrupo), culminando em dois sorotipos: hardjobovis e hardjoprajitno (LEVETT,
2001).

Para fins clinico-epidemioldgicos as sorovares constituem a unidade taxonémica
de maior importancia das leptospiras (FAINE et al., 1999; WHO, 2003), pois as
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providéncias orientadas pelo diagnostico serdo direcionadas para estas, seus hospedeiros
e ambiente de ocorréncia.

Ao contrario das espécies patogénicas, as saprofitas podem crescer na presenca
de 8-azaguanina (225 mg/l), em até 13 °C e apresentarem formas esféricas na presenca
de 1 M de NaCl. Esta diferenciacdo é epidemiologicamente importante porque algumas
espécies comensais podem apresentar sorotipos de sorovares patogénicas, confusdo
gerada devido a classificagdo antigénica (WHO, 2003).

2.3.3 Epidemiologia

2.3.3.1 Distribuicéo e ocorréncia

A leptospirose é uma doenca cosmopolita, com maior prevaléncia nas regides
tropicais do planeta, onde ha altas taxas pluviométricas e solos de pH alcalino a neutro
(CORREA, 2007). Embora as leptospiras tenham ampla distribuicdo, as suas sorovares
tendem ser limitadas regionalmente, estando associadas a ocorréncia de seus
hospedeiros-reservatdrios naturais (QUINN et al., 2005).

A partir da manutencdo do patdgeno nos reservatorios, pode entdo ocorrer o
processo epidemioldgico de spill over (transbordamento) para outros hospedeiros nao
habituais (MACKINTOSH et al.,, 2002). A leptospirose pode ter tanto um carater
endémico como epidémico para o homem e animais, sendo fortemente influenciada pelo
ambiente. A densidade dos reservatérios, a taxa de contato interespecifica e a
sazonalidade climatica sdo fatores determinantes da variacdo nas freqliéncias desta
doenga (LEVETT, 2001; WHO, 2003).

No Brasil, os sorovares hardjo e wolffi sdo predominantes em bovinos, porém
diversos outros sorovares foram diagnosticados por isolamento e tipificacdo, ou
presuntivamente por testes sorolégicos (LEMOS e ALMEIDA, 2005). No Pantanal do
Mato Grosso do Sul, a prevaléncia estimada para a leptospirose em bovinos é de 38,8%,
variando de 10 a 84% entre rebanhos, e as sorovares mais freqlientes séo harjo, sejroe e
wolfi (PELLEGRIN et al., 1999).

Levantamentos da leptospirose no veado-campeiro estimaram diferentes
prevaléncias de 24% (MATHIAS et al., 1999) e 9,7% (GIRIO et al., 2004) na regido da

Nhecolandia no Pantanal, sendo diagnosticadas as sorovares hardjo, wolffi e mini em
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ambos os estudos. Estes resultados sdo maiores que os de outras regides do Brasil, como
0 Parque Nacional das Emas localizado no planalto central brasileiro, onde ndo foram
encontrados veados-campeiros soropositivos para a leptospirose (MATHIAS et al.,
1999).

De acordo com as espécies pesquisadas as prevaléncias podem ser influenciadas
por multiplos fatores de risco, como por exemplo, no homem: a ocupacédo profissional,
habitos de higiene, atividades de lazer, saneamento béasico e sinantropismo (WHO,
2003); nos animais domésticos: aptiddo produtiva, habitos naturais, alimentacéo,
contato interespecifico, praticas de manejo e assisténcia veterinaria (ALONSO-
ANDICOBERRY et al., 2001; LILEMBAUM e SOUZA, 2003); nos animais selvagens:
introducdo de espécies exoticas e domésticas, vacinacdo dos rebanhos domésticos,
habitos naturais e a natureza do hospedeiro (MACKINTOSH et al., 2002; UHART et
al., 2010).

2.3.3.2 Hospedeiros e reservatorios

A Leptospira interrogans acomete varios grupos taxonémicos incluindo o
homem, mamiferos domésticos e selvagens, répteis e anfibios, em aves ndo ha descrigdo
de infeccdo natural, mas quando desafiadas experimentalmente elas respondem com
producdo de anticorpos competentes na eliminagdo da bactéria. Outro fator limitante no
desenvolvimento da leptospirose nas aves é a temperatura fisiologica de 39 a 42 °C que,
como nos estados febris dos mamiferos, destr6i a bactéria (FAINE et al., 2002;
CORREA, 2007).

Certas espécies de animais ja desenvolveram relacdes ecolégicas comensais com
as sorovares, caracterizando um estado de reservatério natural, no qual as leptospiras
mantém uma infec¢do crénica dos tubulos renais, sendo eliminada no ambiente sem
provocar maiores complicagdes ao seu hospedeiro (LEVETT, 2001, QUINN et al.,
2005). Nestas situacdes a infeccdo costuma ocorrer no animal jovem que manifesta
respostas soroldgicas leves ou entdo ndo reagente sorologicamente (falsos negativos),
onde a leptospirose costuma ser endémica e transmitida pelo contato direto entre
animais (LEVETT, 2001; WHO, 2003).

Quando ndo existe uma adaptacdo para determinada sorovar, a leptospirose
costuma causar sérias injarias aos hospedeiros chamados acidentais, podendo ser fatal

em alguns casos (LEVETT, 2001). A distingdo entre os reservatorios naturais e
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acidentais pode nédo ser tdo clara e é definida pela interacdo dindmica das leptospiras
patogénicas com os seus hospedeiros, podendo inclusive ocorrer o surgimento de novas

espécies de animais adaptados (WHO, 2003).

2.3.3.3 Transmissao

As fontes de infeccdo da leptospirose sdo os hospedeiros naturais das leptospiras
que as elimina no ambiente através da urina, contaminando o solo, agua e alimentos
(CORREA, 2007).

A transmissdo no homem e nos animais ocorre pela penetracdo ativa da bactéria
em contato com mucosas, abrasfes e ferimentos ou mesmo na pele integra amolecida
pela agua (LEVEET, 2001). Nos bovinos pode haver a transmissdo vertical
transplacentaria, neonatal (durante o parto) ou mamaria. Fomites, insetos hematofagos e
ingestdo de alimentos ou agua contaminados também sdo potencialmente infectantes
(FAINE et al., 1999). A transmissdo venéria foi descrita em bovinos, ratos, porcos e
caes (LE FEBVRE, 2003; WHO, 2003).

Apesar de rara, é possivel a transmissdo de leptospiras humano-humano, pelo
contato sexual e pela mée via transplacentaria ou durante a amamentacao dos bebés. O
sangue utilizado nas transfusdes, também pode transmitir a doenca quando
indevidamente controlado. A urina de um paciente com leptospirose é considerada fonte
de infeccdo ambiental (WHO, 2003).

As caracteristicas zoo-ambientais do Pantanal, tais como o regime sazonal de
inundacdes, e a abundante presenca do gado em contato com a fauna (simpatria)
(PELLEGRIN et al., 1999; PELLEGRIN e SILVA, 2002; SANTQOS, 2002) favorecem a

transmissdo dos sorovares de Leptospira interrogans.

2.3.4 Fisiopatogenia e resposta imune

Os principais mecanismos patogénicos das leptospiras sdo: a sua capacidade de
adesdo celular; a toxidade por sua simples presenga no organismo (leptospiras séo
potentes antigenos); a citotoxidade de sua glicoproteina (GPD); a hemolise induzida

pelas suas fosfolipases, lipases e hemolisinas; a presenca do LPS e seu efeito pirogénico
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e imunogénico, promovendo mitoses nos linfdcitos B, ativacao destes e dos macréfagos
e; a inducéo de respostas auto-imunes (FAINE et al., 1999, LEVETT, 2001).

Nos ruminantes, grupo ao qual pertencem os cervideos, os fosfolipideos da
membrana plasmatica dos eritrocitos possuem acidos graxos de cadeia longa
termoestaveis. Esta € uma particularidade determinante na hemdlise causada pela
sorovar pomona, que possui fosfolipases toxicas (hemotoxinas) especificas para este
tipo de fosfolipideos (FAINE et al., 1999).

Ap0s entrarem ativa ou passivamente no hospedeiro as leptospiras atingem a
circulacdo sanguinea sendo espalhadas pelo organismo, embora muitas delas sejam
fagocitadas pelos macréfagos regionais hepéticos e pulmonares (FAINE et al., 1999).
Essa fase inicial caracteriza o periodo leptospirémico (bacteremia) da infeccdo, que
pode durar até dez dias, variando conforme a sorovar e a espécie do hospedeiro
infectado (QUINN, 2005; CORREA, 2007).

O periodo de incubacdo esta diretamente relacionado com o tamanho do inéculo
infectante, mas é também, influenciado pela sorovar, sua taxa de crescimento no
hospedeiro, toxicidade e pela capacidade do hospedeiro em opsonificar as leptospiras
(FAINE et al., 1999). Quando os niveis de leptospiremia tornam-se criticos sao
provocadas lesdes pelas toxinas das leptospiras. A primeira lesdo no organismo ocorre
no endotélio dos pequenos vasos sanguineos, havendo consequente necrose por
isquemia do parénquima de diversos orgdos, de acordo com a localizacdo dos vasos
afetados. Nos casos mais severos ocorrem hemorragias e/ou hemolise, acompanhada por
ictericia e trombocitopenia (FAINE et al., 1999; CORREA, 2007).

Com o desenvolvimento da resposta imune, por volta do quinto ao sétimo dia de
infeccdo, aparecem anticorpos especificos que aglutinam e opsonizam as leptospiras
estimulando a fagocitose e eliminacdo destas do sangue e tecidos. Os danos teciduais
podem ser rapidamente reparados mesmo NnOS casoS mais Severos, por regeneracao
(figado) ou hipertrofia compensatoria (rins), ou podem permanecer sequelas por longos
periodos (miocardite) até que haja a cicatrizacdo. No caso dos hospedeiros
reservatorios, pode haver a recolonizagdo bacteriana dos tecidos renais (FAINE et al.,
1999).

Os anticorpos especificos desenvolvidos durante a infecgdo podem ser
transferidos via transplacentaria ou pelo colostro aos recém nascidos, (WHO, 2003),
porém a imunidade tanto humoral como a celular por fagocitose ndo sdo importantes na

prevencdo de reinfeccGes (FAINE et al., 1999). Além dos rins, as leptospiras podem
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persistir no cerebro ou nos tecidos reprodutores, ou ainda serem seqiestradas por locais
especificos, como a camara anterior ocular, gerando reac6es de hipersensibilidade com
deposicao de imunocomplexos no caso de novas infeccdes (CORREA, 2007).

A capacidade de fagocitose dos mondcitos e macrofagos é potencializada pela
opsonificacdo quimiotaxica das leptospiras por anticorpos sorovares especificos ou por
qualquer classe de imunoglobulina que reaja contra determinados antigenos LPS
(lipopolissacarideos) de superficie (FAINE et al., 1999). Algumas leptospiras podem
evadir da fagocitose na corrente sanguinea, por possivel inducdo da apoptose dos
macrofagos (QUINN et al., 2005).

2.3.5 Sintomatologia e alteracdes anatomo-histopatologicas

Na leptospirose crénica em bovinos e cervideos, 0s principais sintomas estdo
associados as alteracfes reprodutivas, tais como aborto, natimortos, nascimento de
prematuros, neonatos infectados fracos e retengdo de placenta (FAINE et al., 1999).
Uma caracteristica importante é que o aborto é causado por morte fetal priméaria e ndo
por infeccdo placentaria (LE FEBVRE, 2003), o que pode auxiliar no diagnéstico
diferenciado para brucelose.

Vacas lactantes podem manifestar a “sindrome da diminui¢do do leite” (LE
FEBVRE, 2003). Esta sindrome é caracterizada clinicamente por uma febre passageira,
seguida de inapeténcia e agalaxia com duracdo de 2 a 10 dias, havendo posterior
producdo de leite com tracos de sangue ou de leite amarelado, de consisténcia
semelhante ao colostro e com alta contagem celular (FAINE et al., 1999).

A infeccéo pela sorovar pomona pode desencadear a doenga aguda em bovinos e
cervideos: caracterizada por febre alta, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia,
congestdo pulmonar, e, ocasionalmente, meningite e morte (FAINE et al., 1999).

Em cervideos jovens e nas fémeas gestantes (individuos mais susceptiveis) pode
haver o desenvolvimento de uma forma superaguda da doenga denominada “Sindrome
Hemolitica Fatal”, estando relacionada a sorovar pomona e frequentemente levando a
morte dos animais (MACKINTOSH et al., 2002; UHART et al., 2010).

As principais lesdes decorrentes da leptospirose sdo a vasculite endotelial, com
infiltrado inflamatorio de mondcitos e neutréfilos, hemorragias, petéquias e ictericia
generalizada, principalmente no figado, rins, coracdo, e pulmdes. Pode haver colestase

intra-hepatica e eritrofagocitose. A nefrite intersticial é o achado principal, revelando na
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histopatologia intensa infiltracdo celular de mondcitos e neutréfilos (LEVETT, 2001).
Além destas alteracdes, os cervideos podem apresentar edema hemorragico no tecido
subcutaneo e nos tecidos perirrenais e hemoglobindria (UHART et al., 2010).

Em humanos a mortalidade por leptospirose varia de menos de 5% a até 30% em
algumas regides do mundo, tendo como principais causas a faléncia renal ou
cardiopulmonar e hemorragias generalizadas. Nas infec¢bes durante a gestagdo pode
haver aborto e nascimento de criangas mortas. Os sintomas mais comuns sao: febre, dor
de cabeca, mialgias, sulfusdo conjuntival, ictericia, artralgias, oliguria/andria,

hemorragias, erupgdes cutaneas, arritmia cardiaca e confusdo mental (WHO, 2003).

2.3.6 Diagnostico

2.3.6.1.1 Testes soroldgicos

O diagnostico de eleicdo para a leptospirose no homem e nos animais € a técnica
de soroaglutinacdo microscépica (SAM) (BRASIL, 1998; FAINE et al., 1999), porém o
ELISA tem sido aperfeicoado e validado, apresentando-se como uma alternativa
bastante sensivel e acurada (VANASCO et al. 2001).

Para a realizacdo da SAM é necessario que um laboratdrio cultive em meios de
isolamento especificos as sorovares mais prevalentes na regido, além de incluir as de
distribuicdo mundial. Este modo de proceder visa aumentar as chances de encontrar
amostras sororreagentes (FAINE et al., 1999).

A técnica de SAM se baseia na visualizacdo microscopica de uma reacdo de
aglutinacdo entre o soro do animal testado e os antigenos vivos (sorovares) da colecdo
de referéncia do laboratdrio. Depois de um periodo de incubacdo, que promove a
complexacdo antigeno-anticorpo, as soroaglutinacdes e os titulos para estas sdo
determinados (LEVETT, 2001). A leitura é realizada num microscépio de campo escuro
(WHO, 2003) e a titulagdo é dada pelo inverso da maior diluicdo onde foi possivel
visualizar pelo menos 50% de sorovares aglutinadas (LEVETT, 2001).

Se mais de uma sorovar aglutinar na presenga do soro testado, prevalece aquela
que apresentar os maiores titulos. No caso de duas sorovares diferentes, apresentarem as

mesmas titulagdes, o resultado pode ter sido influenciado por reacbes cruzadas, nao
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sendo consideradas as sorovares aglutinantes, porem o diagnostico genérico para a
presenca de anticorpos anti-leptospiras pode ser valido (FAINE et al., 1999).

Para a determinacdo do ponto de corte da SAM, precisam ser fornecidas as
informacdes clinico-epidemioldgicas dos animais e ambiente no qual estdo expostos
(WHO, 2003). Em geral, um titulo de 1:100 pode ser importante para um animal nao
vacinado com infec¢do aguda. Titulos de 1:200 ou 1:400, podem ser significativos para
animais que apresentem aborto ou néo, se estes forem vacinados e ndo tiverem nenhum
indicativo de infeccdo cronica. (FAINE et al, 1999; WHO, 2003).

A realizacdo de contraprova duas semanas apds 0 aparecimento da
sintomatologia pode ser uma ferramenta importante para indicar infec¢édo aguda (LE
FEBVRE, 2003). Titulos altos em bovinos costumam estar associado ao aborto
provocado pelas sorovares acidentais (de outros hospedeiros). Titulos de 1:400 para
uma sorovar acidental pode ndo ter importancia, se ndo houverem sinais clinicos
associados. Para exemplificar, uma vaca que abortou apresentando titulos de 1:100 para
a sorovar hardjo (considerada natural em bovinos), pode pertencer a um rebanho onde a
forma reprodutiva da leptospirose € importante (LEMOS e ALMEIDA, 2005).

Em cervideos e bovinos, a sorovar pomona costuma apresentar titulos altos,
comumente maiores que 1:800 (FOURNIER et al., 1986; LEMOS e ALMEIDA, 2005),
mesmo sem sintomatologia aparente, isto se deve ao alto potencial patogénico que as

hemotoxinas desta sorovar possuem para os ruminantes (FAINE et al., 1999).

2.3.6.2 Métodos Diretos

2.3.6.2.1 Isolamento bacteriano a partir do sangue

Principalmente nos periodos de bacteremia da leptospirose o isolamento
bacteriano pode ser realizado como tentativa de prova diagndstica. Tomando-se 0S
devidos cuidados quanto a esterilidade das amostras, sdo colocadas de uma a cinco
gotas de sangue em meios enriquecidos com albumina sérica ou soro de coelho (EMJH,
Fletcher), proprios para o crescimento de leptospiras, sendo estes incubados em estufas
de 28°C a 30°C por cerca de seis semanas (FAINE et al., 1999).
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S&o entdo realizadas observagdes semanais para verificar se houve a formacao
do anel de crescimento subsuperficial (Anel de Dinger), caracterizado por uma zona
turva, meio centimetro abaixo do menisco do meio (LEVETT, 2001; QUINN, 2005).

O crescimento é verificado através da microscopia de campo escuro (WHO,
2003). Havendo visualizacdo de leptospiras pode ser necessaria a identificacdo das
sorovares, podendo ser feita sorologicamente, o que é bem limitado em funcdo do
namero de laboratdrios que realizam a técnica de absorcdo cruzada, ou atraves de
tecnologias moleculares (SAVIO et al., 1994, REDSTONE e WOODWART, 1996;
LEVETT, 2001).

2.3.6.2.2 Testes moleculares

A PCR é uma técnica molecular que consiste na deteccdo e amplificacdo do
DNA, podendo ser utilizada para o diagndstico em diferentes niveis taxonémicos de
Leptospira sp. (REDSTONE e WOODWART, 1996; MASRI et al., 1997), de acordo
com os iniciadores (primers) utilizados na reacdo.

Uma das vantagens descritas para a PCR € ser um meétodo de diagndstico
aplicavel a diferentes tipos de amostras (BRICKER, 2002a). Para as leptospiras, esta
caracteristica € providencial, ja que outros tecidos e fluidos corporais que ndo o sangue
podem ser utilizados (CETINKAYA et al.,, 2000; HEINEMANN et al., 2000). As
leptospiras permanecem por curtos periodos no sangue, 0 que compromete os testes de
diagnostico direto (FAINE et al, 1999). Porém, a PCR mostrou-se muito sensivel,
detectando pequenas quantidades de DNA de Leptospira sp. até mesmo no sangue
(MERIEN et al, 1992).

E possivel no diagndstico por PCR para as leptospiras, incluir primers para
patdgenos causadores de doencas correlatas que precisam ser consideradas no caso de
negatividade para leptospirose. Desta forma, em uma mesma analise é obtido o
diagnostico preconizado e o diferencial para este (RICHTZENHAIN et al., 2002).

As regibes mais conservadas dos cromossomos das bactérias sdo as de eleigdo
para a selecdo e o desenho de primers funcionalmente sensiveis. O gene rrs 16S atende
essa premissa, podendo identificar as leptospiras no nivel de género (MERIEN et al.,
1992). Os genes omp codificam as proteinas conservadas da membrana plasmatica de
diversas bactérias, sendo utilizado no diagndstico das leptospiras para identificacdo das
espécies patogénicas (CHEEMA et al., 2007)
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Dentre os animais selvagens, foi testadao a capacidade da PCR detectar
leptospiras presentes na urina ou nos rins de um macaco-prego (Cebus apella),
utilizando primers desenhados para o gene 16S rRNA e o isolamento microbioldgico.
Apbs 60 dias de incubacgéo a 30 °C ndo houve crescimento de leptospiras, porém a PCR
foi capaz de detectar as bactérias, confirmando as lesGes renais compativeis
(SCARCELLI et al., 2003)

Existem sequéncias genéticas polimorficas, com diferentes localizagbes num
gene. Tais sequéncias, podem se repetir diversas vezes e em locais diferentes do DNA,
caracterizando diferencas genotipicas. Desta maneira foi possivel distinguir sorovares

de leptospiras através de elementos (sequéncias) genéticos (BAROCCHI et al., 2001)

2.3.7 Tratamento

Os bovinos podem ser tratados na fase aguda com estreptomicina e
oxitetraciclina (FAINE et al., 1999). Para os cervideos o protocolo de tratamento da
leptospirose segue as seguintes orientacGes: a estreptomicina (doses de 12,5 mg/kg, 2
vezes/dia, 3 dias) ou a oxitetraciclina (10-15mg/kg — 2 vezes ao dia, por 3 dias), sendo
este protocolo efetivo nos primeiros 7-10 dias de infeccio (CORREA, 2007). Cervideos
jovens que sofrerem de anemia hemolitica podem receber transfusdo sangiinea
(MACKINTOSH et al., 2002).

2.3.8 Controle e vacinagao

A imunizacdo dos bovinos € necessaria quando a ocorréncia de surto de abortos
ou de repeticdo de cios esta associada a sorologia sugestiva de leptospirose. A profilaxia
no rebanho pode seguir o seguinte esquema: uma vacinacdo em todo o rebanho no ano
do surto; e outra periodicamente anual, somente nas matrizes, de 30 a 60 dias antes da
estacdo de monta (PELLEGRIN e SILVA, 2002).

O controle da leptospirose nas populagdes selvagens pode ser feito
indiretamente, através de medidas profilaticas aplicadas aos rebanhos domésticos que
coabitam as mesmas areas (MACKINTOSH et al., 2002), tais como: a vacinagdo com
as bacterinas das sorovares especificas para a regido; a adocdo de medidas de manejo

gue minimizem a disseminacgdo da doenca, dentre elas, a prote¢do dos cursos de agua e
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a antibioticoterapia preventiva restrita aos grupos de risco. Pode ser realizado um
monitoramento das populagdes selvagens por exames ou culturas de urina periddicas
(MACKINTOSH et al., 2002; ANDERSON, 2007; CORREA, 2007).
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ABSTRACT: The Brucella sp. infections happen in several domestic species, savages
and in the man. The brucelosis provokes mainly reproductive losses that can commit the
survival of wild species. The pampas-deer (Ozotoceros bezoarticus) is in intimate
contact with bovine infected by Brucella sp. in the Pantanal, possessing biological
habits similar to the domestic ruminants, what can facilitate the interespecific
circulation of infectious diseases. The objectives of this study were determine the
prevalences by serologic and molecular diagnosis for Brucella sp. in pampas deer
populations that live together with bovine in the sampled area and to verify which are
the variables associated with the occurrence of females of these cervids without
nestlings in the station of the births. In the Southwest of Nhecolandia, municipal district
of Corumba, MS, 56 females and three males os pampas-deer were captured and
identified for the collection of samples of total blood and serum for the molecular and
serologic diagnosis of the brucelosis. In all the females ultrasound scan was
accomplished for evaluation of the gestation, tends as result 98,21% (55/56) of
pregnancy. The assertiveness taxes found to the Brucella sp. were of 10,17% (6/59) for
the proof of the buffered antigen plate agglutination test (BPAT), 3,39% (2/59) for the
test of the 2 mercaptoethanol (2ME) and 11,86% (7/59) for the polimerase chain
reaction (PCR) with the primers 1S711 AF and 1S711 CR. There was significant
association among the positive diagnoses for brucelosis for AAT and for PCR 1S711
(odds ratio = 12,2500), giving larger reliability to the found results. The brucelosis was
not significantly associated to the females of pampas-deer found without their nestlings
in the birth station, situation that was related with the reproductive age of these females
whose which were primipares (odds ratio = 12,3077).

Key words: Ozotoceros bezoarticus, Brucella sp., occurrence, serumdiagnosis, PCR

IS711, reproductive impact.



57

RESUMO: As infecgcdes por Brucella sp. ocorrem em diversas espécies domeésticas,
selvagens e no homem. A brucelose provoca principalmente perdas reprodutivas que
podem comprometer a sobrevivéncia de espécies selvagens. O veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) esta em intimo contato com bovinos infectados por Brucella
sp. no Pantanal, e possui habitos bioldgicos comuns aos ruminantes domesticos, o que
pode facilitar a circulacdo interespecifica de doencas infecciosas. Neste estudo teve-se
como objetivos determinar as prevaléncias soroldgicas e moleculares para Brucella sp.
nas populacbes de veado-campeiro que convivem com bovinos na area amostrada e
verificar quais sdo as variaveis associadas com a ocorréncia de fémeas destes cervideos
desacompanhadas de filhotes na estacdo dos nascimentos. No sudoeste da Nhecoléndia,
municipio de Corumb4, MS, foram capturadas e identificadas 56 fémeas e trés machos
de veado-campeiro para a coleta de amostras de sangue total e soro para o diagnostico
molecular e sorolégico da brucelose. Em todas as fémeas foi realizada ultra-sonografia
para avaliacdo da gestacdo, tendo como resultado 98,21% (55/56) de prenhez. Foram
encontradas taxas de positividade a Brucella sp. de 10,17% (6/59) pela prova do
antigeno acidificado tamponado (AAT), 3,39% (2/59) pelo teste do 2-Mercaptoetanol
(2-ME) e de 11,86% (7/59) pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers
IS711 AF e IS711 CR. Houve associagdo significativa entre os diagnosticos positivos
para brucelose pelo AAT e pela PCR 1S711 (odds ratio = 12,2500), dando maior
confiabilidade aos resultados encontrados. A brucelose ndo foi significativamente
associada as fémeas de veado-campeiro encontradas sem os seus filhotes na estacéo de
nascimento, situacdo que esteve relacionada com a idade reprodutiva destas fémeas que
eram primiparas (odds ratio = 12,3077).

Palavras-chave: Ozotoceros bezoarticus, Brucella sp., ocorréncia, sorodiagnostico,

PCR IS711, impacto reprodutivo.

INTRODUCAO

A necessidade humana de modificar a natureza pode desequilibrar as interagdes
entre os patdgenos, hospedeiros e ambiente. Os interessados no uso do ambiente para a
producdo de alimentos de maneira sustentavel devem considerar as interfaces zoo-
sanitarias bidirecionalmente, pois doencas restritas ao meio selvagem podem ser

potencialmente infectantes para 0s animais domésticos causando prejuizos sécio-
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econémicos, e por outro lado, os patdgenos dos animais de producdo podem causar
risco potencial na conservacao da fauna susceptivel (Bengis et al., 2002).

No Pantanal a pecuaria de corte é uma das principais atividades econdémicas
sendo desenvolvida em pastagens naturais, através do sistema de producdo extensivo
(Abreu, 2002; Santos, 2002), onde o gado utiliza as mesmas areas pouco modificadas,
que os animais selvagens nativos (Lacerda, 2008).

O veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) é um cervideo, ruminante selvagem
com caracteristicas bioldgicas semelhantes aos bovinos, utilizando os mesmos campos
para se alimentar, agregando-se muitas vezes ao gado e sendo afetado por doengas em
comum (Duarte e Merino, 1997; Tiepolo e Tomas, 2006; Duarte, 2007; Lacerda, 2008).

E importante manter a vigilancia e o monitoramento das doencas que possam
atingir varios grupos taxondmicos, especialmente nas areas onde os sistemas de
producdo estdo em estrito contato com a natureza (Mdérner et al., 2002) e os animais
domesticos e selvagens em simpatria.

A brucelose, € causada por diversas espéecies do género Brucella sp., ocorrendo
no ser humano e nos animais domeésticos e selvagens. Sua ocorréncia no homem possui
um carater ocupacional (Walker, 2003) e depende da existéncia de reservatorios
animais, incluindo os de vida livre (Godfroi, 2002). O leite e seus derivados constituem
a principal fonte de infeccdo para as pessoas (Corbel, 2006). Nos bovinos e cervideos a
transmissdo mais comum é pela ingestdo de &gua ou pastagens contaminadas com
secrecOes e tecidos, principalmente placenta, infectados por Brucella sp. (BRASIL,
2006; Uhart et al., 2010). O contato com a mucosa nasal ou conjuntival, a transmissao
congénita e a mamaria também sdo importantes para os ruminantes (Paulim, 2003;
BRASIL, 2006). No caso de infec¢do por B. ovis a transmissdo venérea é comum nos
cervideos (Ridler, 2001; Uhart et al., 2010).

A ocorréncia do aborto no terco final da gestacdo é o sintoma classico da
infeccdo por B. abortus tanto nos bovinos, como nos ruminantes selvagens (Kreeger et
al., 2002; Anderson, 2007). Sintomas tipicos como a repeticdo do cio, a retengdo da
placenta, descargas uterinas e 0 nascimento de crias fracas foram reportados em bisées e
cervideos com Brucella sp. (Kreeger et al.,, 2002; Mackintosh et al., 2002; USDA,
2008). A placentite necrosante é a principal lesdo macroscopica encontrada na brucelose
dos ruminantes (Paulin, 2003). Nos machos de varias especies de cervideos existem

relatos de sub-fertilidade, orquite, epididimite e inflamacdo das glandulas anexas
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sexuais nas infecgdes por B. abortus e B. ovis (OMS, 1986; Ridler, 2001; Mackintosh et
al., 2002; Uhart et al., 2010).

Para que um programa de controle sanitario reduza as perdas para animais
selvagens e domeésticos, sdo necessarios dados sobre o agente etioldgico, a
susceptibilidade dos hospedeiros e a biologia das espécies envolvidas, elucidando as
vias epidemioldgicas que possibilitam a disseminagdo da doenca (Wobeser, 2002;
Godfroid, 2002; Wobeser, 2006).

Este estudo teve como objetivos: determinar as prevaléncias sorolégicas e
moleculares para Brucella sp. nas populacdes de veado-campeiro que convivem com
bovinos na area amostrada e verificar quais sdo as variaveis associadas com a
ocorréncia de fémeas destes cervideos desacompanhadas de filhotes na estacdo dos

nascimentos.

MATERIAIS E METODOS

Periodo e local do estudo

As capturas, identificacdo dos animais, coletas de amostras bioldgicas e o
diagndstico de gestacdo foram realizados no més de julho de 2009, sendo 0s animais
monitorados quanto as pari¢fes e a sobrevivéncia dos adultos e filhotes nascidos até
junho de 2010.

Todo o estudo foi executado em area localizada na sub-regido pantaneira da
Nhecolandia, municipio de Corumba-MS, Brasil, com aproximadamente 20.000 ha de
extensdo e contemplando trés propriedades rurais de criacdo extensiva de gado de corte.

As coordenadas geogréaficas dos locais das capturas foram obtidas por aparelho
de geo-referenciamento e anotadas juntamente com a descricdo fitofisionémica

circundante para orientar o posterior monitoramento dos animais.

Contencéo dos animais e tratamento das amostras

Cinquenta e seis fémeas e trés machos de veado-campeiro foram capturados
utilizando-se uma pistola de propulsdo pneumatica (Modelo 35, Distinject®, Basel,
Suica) para dardos tranquilizantes que continham uma preparacao anestésica conforme a
Tabela 1.
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TABELA 1. Doses dos farmacos utilizados nos dardos anestésicos para a contengdo quimica em veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) adultos e subadultos.

Peso Estimado Farmaco Apresentacdo  Dose/Kg  Dose/animal  Volume/dardo
Tiletamina-Zolazepam 50 mg/ml 2,5mg 75,0 mg 1,5ml

?:nrr?wal adulto) Xilazina 20 mg/ml 1mg 30 mg 1,5ml
Atropina 10 mg/mi 0,06mg 15mg 0,15 ml
Tiletamina-Zolazepam 50 mg/ml 1,84mg  33,33mg 0,73 ml

20kg Xilazina 20 mg/ml 1,11mg 22,2mg 1,11 ml

(animal subadulto)
Atropina 10 mg/mi 0,06 mg 1,2 mg 0,12 ml

Apds o téermino dos procedimentos no animal, revertia-se o efeito da xilazina
com a aplicacdo da ioimbina (Tabela 2). Durante a anestesia todos os cervideos tiveram
sua temperatura corporal, freqiiéncia cardiaca e respiratéria e reflexos monitorados a
cada 15 minutos, sendo inspecionados clinicamente e identificados com coleiras e

brincos numerados.

TABELA 2. Doses da ioimbina utilizada como reversora da xilazina em veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) adultos e subadultos.

Farmaco Peso Estimado  Apresentacao Dose/Kg Dose/animal Volume/dardo
loimbina 30 Kg 3 mg/ml 0,2 mg 6 mg 2mi
20 Kg 3 mg/ml 0,2 mg 4 mg 1,33 ml

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo em frascos com e sem
EDTA sodico, respectivamente, para obtencdo do sangue ndo coagulado e do soro
sanguineo. O material foi mantido a -4 °C em isopor com bolsas de gelo até o término
de cada dia de trabalho, sendo entdo aliquotado e armazenado em freezer a -20 °C no
laboratorio da Fazenda Nhumirim.

Este projeto teve aprovacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), que permitiu a anestesia e coleta de material bioldgico
desta espécie selvagem sob o N° de autorizagdo: 20029-1 / codigo de autenticacédo:
69745473.



61

Diagnostico de gestacao

Todas as fémeas de veado-campeiro foram submetidas ao diagndstico de
prenhez por palpacdo abdominal direta, auscultacdo dos batimentos cardiacos fetais e
ultra-sonografia transabdominal com sonda transdutora linear e o aparelho de ultra-som
(CTS-385V, Shantou Institute of Ultrasonc Instruments [SIUI] Inc., Hong Kong, China)
multifrequencial, com variagdes entre 5 e 7,5 Mhz de freqiéncia permitindo a
visualizagdo do feto. O diagndstico positivo da prenhez era dado quando eram
visualizados os batimentos cardiacos fetais (BCF), os placentomas e outras estruturas do
feto. Na estacdo de paricao de 2009 (agosto-outubro), as fémeas identificadas de veado-
campeiro, quando encontradas, foram monitoradas até o nascimento de suas crias para a

constatacdo do sucesso reprodutivo.

Diagnostico sorolégico

No Laboratério de Doengas Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte-MG, o
soro dos veados-campeiros foi examinado quanto a presenca de anticorpos para a
brucelose pelo teste de triagem do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e pelo teste
confirmatério do 2-Mercaptoetanol (2-ME). Estes testes de diagnostico séao
reconhecidos como oficiais pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) (Brasil, 2006).

Diagnostico molecular

A partir das amostras de sangue total dos veados-campeiros foi extraido o DNA
genémico (Aradjo et al. 2009) no Laboratério de Biologia Molecular Animal da
Embrapa Gado de Corte (CNPGC), Campo Grande-MS.

Para o diagndstico do género Brucella sp. pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizou-se os primers IS7T11AF (5° TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC
3) e IS7T11CR (5° GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA 3) que amplificam
produtos de aproximadamente (=) 400 pares de bases (pb) para todas as espécies e cepas
de Brucella sp., exceto B. abortus RB51 que possui um produto de =~ 1300 pb
amplificados na utilizacdo destes primers (Vemulapalli et al., 1999).

As amostras de DNA para controle positivo de Brucella abortus 2308 e B.
abortus RB51 foram obtidas no banco de referéncia da Embrapa Gado de Corte e

Embrapa Pantanal.
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A solucdo da PCR 1S711 AF/CR foi preparada em microtubos de 200 ul tendo:
2,0 pl de Tampdo PCR 10X; 0,6 pl de MgCl; (1,5 mM); 0,6 ul de nucleotideos
(ANTP’s, numa concentragdo de 250 uM); 1,0 ul de cada primer (5 pmoles); 0,3 ul de
TagDNA-polimerase (1,0 UI); 1,0 ul do DNA (100 ng/ul) a ser testado; ¢ H,O (Mili-
Q®) em quantidade suficiente para (q.s.p.) completar 20 pl de volume final.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em aparelho termociclador de
gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradient®), onde a desnaturacéo inicial foi realizada
a 95 °C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C / 60 segundos,
anelamento a 60,5 °C / 60 segundos, extensdo a 72 °C / 90 segundos e uma extensdo
final a 72 °C / 10 minutos, para a adenilagdo da sequéncia formada.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese de 80 a 100 V por 1 a 2
horas em gel de agarose em concentracdes de 0,8 a 1,5 %. O gel foi corado com SYBR
GOLD (Invitrogen®) e visualizado pelo aparelho transluminador (Lpix HE, Loccus

Biotecnologia) sob luz ultravioleta, sendo as bandas fotodocumentadas.

Delineamento e tratamento dos dados

O estado de animal portador para a Brucella sp. foi identificado com base nos
resultados positivos pela PCR, considerou-se também presuntivamente como animais
portadores 0s positivos na sorologia. As unidades amostrais consideradas foram o0s
cervideos que eram positivos ou negativos para os testes diagndsticos empregados. Este
trabalho teve um tratamento observacional (descritivo), onde ndo houve a interferéncia
do pesquisador nos dados coletados.

Foram utilizados dois tipos de delineamento:

e 0 levantamento das fémeas gestantes de veado-campeiro e das prevaléncias
soroldgicas e moleculares da brucelose na populacao estudada;

e 0 estudo das varidveis associadas ao diagndstico positivo da brucelose nos
cervideos e relacionadas ao impacto reprodutivo, constatado pela observacgédo
de fémeas acompanhadas ou nédo de seus filhotes na estagéo de parigéo.

Considerando-se que o projeto tem como foco principal as populagdes

selvagens, estabeleceu-se uma amostragem minima baseada em levantamentos
realizados anteriormente, na prevaléncia estimada para as doencas (50%), num erro
aceitavel de 10% (95% de confianca) e na capacidade operacional da equipe.

A prevaléncia amostral (Pa) para a brucelose em veado-campeiro foi calculada

pela formula Pa = n/N x 100, onde:
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n = nlmero de cervideos positivos na amostra

N = numero total de cervideos amostrados.

Os resultados das fichas de campo e dos testes de diagndstico foram
armazenados em planilhas computacionais (Microsoft Excel® 2007), sendo
posteriormente associados aos fatores de risco em tabelas de contingéncia do tipo 2 x 2
para as estimativas de odds ratio (OR), com intervalo de confianga de 95%. O Teste do
Qui-quadrado e o Teste Exato de Fisher foram empregados nas associagoes
significativas de OR com p < 0,1 ou p < 0,05. As anélises foram realizadas com auxilio
do pacote computacional BioEstat 4.0 (Sociedade Civil Mamiraud/CNPq, 2006,
Belém/PA, Brasil).

RESULTADOS

Em seis (10,17%) dos 59 veados-campeiros houve soroaglutinacdo contra
Brucella sp. no teste de triagem do AAT e em dois destes animais o diagnostico foi
confirmado pela prova do 2-ME, indicando uma soroprevaléncia para brucelose de
3,39% (2/59). Os animais positivos apresentaram reacGes incompletas na prova do 2-

ME, uma reacao ocorreu na dilui¢do de 1:50 e a outra na diluicdo de 1:25 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado dos testes de sorodiagndstico para Brucella sp. em uma populacdo de veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) da regio da Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul.

N° Identificaco AAT! 2-ME? Resultado da sorologia
005 Positivo Negativo Negativo

059 Positivo Negativo Negativo

070 Positivo 251 Positivo®

083 Positivo Negativo Negativo

086 Positivo Negativo Negativo

114 Positivo 50 I Positivo

AAT = Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (rosa-bengala)

2 2-ME = Teste do 2-Mercaptoetanol, com resultados expressos em titulagdes de 25, 50, 100 ou 200 seguidas da letra “I” para reagio
de aglutinagdo incompleta e “C” para reagdo completa.

% A aglutinagio na diluicdo de 1:25 incompleta ndo é considerada positiva para bovinos pelo PNCEBT, porém para cervideos o
resultado foi tido como positivo a ser confirmado pelo diagnéstico molecular.

Utilizando-se os primers IS711AF e IS711CR na PCR, foi possivel detectar
DNA de Brucella sp. no sangue de sete (11,86%) veados-campeiros. Todas as bandas
visualizadas apresentaram um produto de aproximadamente 400 pb, exceto o controle
positivo para a cepa vacinal de Brucela abortus RB51, que teve uma banda amplificada
de aproximadamente 1300 pb (Fig. 1).
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Os animais de nimero 059 e 083, que haviam sido positivos pelo teste do AAT e
ndo pelo 2-ME, tiveram amplificadas bandas de aproximadamente 400 pb
caracteristicas de Brucella sp. na PCR 1S711. O cervideo de nimero 070, que havia
apresentado aglutinacdo incompleta na diluicdo de 1:25 do teste do 2-ME, foi

confirmado como positivo pela PCR IS711 (Fig. 1).

~ 1300 pb =

=400 pb =

- @ -0 - % -

MM C-1 005 008 012 018 024 029 033 036 046 047 059 061 066 070 077 079

MM 080 081 082 083 084 085 086 087 088 089 2308 RB51 C-2

~ 1300 pb =

~ 400 pb =

FIGURA 1. Fotodocumentacdo de gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR GOLD (Invitrogen®) sob
transiluminagdo UV; o par de primers IS711 AF / CR geraram bandas de ~ 400 pb, indicando o DNA de
Brucella sp. no sangue de Ozotoceros bezoarticus (029, 033, 047, 059, 070 e 083); a mesma banda de 400
pb foi observada no controle positivo B. abortus 2308, ao contrario da amostra de B. abortus RB51, que
gerou um produto de = 1300 pb para os primers utilizados.



65

A associacéo entre os resultados do teste do AAT e a PCR IS711 e a relagéo
entre o resultado do AAT e a idade das fémeas de veado-campeiro estdo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4. Variaveis de risco associadas a ocorréncia de brucelose diagnosticada pelo AAT! em uma
populacdo de veados-campeiros da regido da Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul, com os
respectivos valores de odds ratio (OR).

Variaveis . Positivos Negativos 2 o .

de Risco Categorias AAT AAT OR IC” inferior  1C superior

PCRIS711°  Positivos 3 4 12,2500° 1,8371 81,6839
Negativos 3 49

Idade* Adulta 5 43 1,1628 0,1220 11,0836
Sub-adulta 1 10

IAAT = Teste soroldgico para a brucelose do Antigeno Acidificado Tamponado (rosa-bengala).

2 IC = Intervalo de Confianga - 95%.

®PCR I1S711 = Reagdo de Cadeia de Polimerase utilizando os primers IS711AF e 1S711CR para a detecgio de Brucella sp.
“Idade: Adulta > 2 anos de idade; Sub-adulta < 2 anos de idade.

® Teste de X2, onde p < 0,05.

Uma taxa de gestacdo de 98,21% (55/56) foi observada para o veado-campeiro,
sendo possivel reencontrar 78,57% (44/56) das fémeas e monitora-las durante a estacao
de nascimentos. Das 44 fémeas reencontradas, 21 estavam acompanhadas de seus
filhotes, outras 21 estavam aparentemente desacompanhadas, uma Unica fémea ndo era

gestante e a restante havia sido encontrada morta.

Dentre as variaveis de risco que poderiam estar relacionadas a maior ocorréncia
de fémeas encontradas na estacdo de nascimentos sem os seus filhotes, observou-se
associacdo significativa entre menores idades das fémeas, traduzida pela primiparidade,
e uma menor taxa de encontro de fémeas com filhotes (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis de risco associadas a ocorréncia de fémeas acompanhadas ou nédo de seus filhotes em
uma populacéo de veados-campeiros da regido da Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul, com os
respectivos valores de odds ratio (OR).

Variaveis Catedorias Fémeas Fémeas OR IC? IC

de Risco g com filhotes’  sem filhotes? inferior  superior

AAT? Positivos 3 2 1,5833 0,2364 10,6054
Negativos 18 19

PCR1S711°  Positivos 2 2 1 0,1274  7,8505
Negativos 19 19

Idade® Adulta 20 13 12,3077"  1,3733  110,3058
Sub-adulta (primipara) 1 8

! Fémeas marcadas reencontradas com filhotes no periodo das parigges.

2 Fémeas marcadas reencontradas sem filhotes no periodo das paricdes.

% IC = Intervalo de Confianga - 95%.

* Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (rosa-bengala).

° PCR 15711 = Reagéo de Cadeia de Polimerase utilizando os primers 1S711AF e I1S711CR.
® Adulta > 2 anos de idade; Sub-adulta < 2 anos de idade, sendo todas primiparas.

" Teste do X2, onde p < 0,05.
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DISCUSSAO

A soropositividade estimada para a brucelose em veado-campeiro pelo 2-ME foi
de 3,39%, estando proxima da descrita por Aguirre et al. (1995) num levantamento
realizado nos parques nacionais dos Estados Unidos, onde 2% (8/456) dos cervideos
(Cervus elaphus) foram positivos para B. abortus, pelo teste de soroaglutinacdo no
Brewer Diagnostic Card Test® (BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD). Para
0s bovinos da regido do Pantanal, a prevaléncia da brucelose pelo 2-ME foi estimada
em 1,36% (Pellegrin et al., 2006).

Se considerarmos como positivos os resultados obtidos no teste do AAT, a taxa
de soro-reatores encontrada para a brucelose em cervideos foi de 10,17%, dado
equivalente ao ultimo levantamento epidemioldgico realizado em bovinos de corte no
Pantanal, onde 12,6% dos animais testados foram positivos para a brucelose pelo AAT
(Chate et al., 2009). As taxas de positividade préximas para 0 veado-campeiro e 0s
bovinos no Pantanal fazem bastante sentido ja que estas espécies convivem em

simpatria e sdo estritamente ligadas taxonomicamente.

Tabela 6. Padrdo de complementaridade dos testes empregados no diagnoéstico da brucelose em uma
populacdo de veados-campeiros da regido da Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul, quanto mais
escura a escala de cinza mais testes de diagndéstico foram coincidentes em seus resultados.

Identificacdo do cervideo PCR 1S711 AAT 2-ME

029 Positivo

033 Positivo

047 Positivo

123 Positivo

059 Positivo Positivo

070 Positivo Positivo 251
083 Positivo Positivo

008 Positivo

085 Positivo

114 Positivo 50 I

Apesar da taxa de positividade de 11,86% obtida pelo diagnostico molecular
para a brucelose estar bem préxima da obtida na sorologia pelo AAT, foi observado que
diferentes individuos contribuiram para os diagnosticos positivos nos testes utilizados,
havendo aparentemente uma complementaridade para os métodos de diagnostico
estudados (Tabela 6). Pela PCR 1S711 AF/CR (Vemulapalli et al., 1999) foi detectado o
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DNA de Brucella sp. circulante no sangue dos cervideos. No teste do AAT,
provavelmente as imunoglobulinas da classe G1 (IgGl), presentes nas infeccOes
recentes por Brucella sp., foram as que mais contribuiram para os resultados positivos.
E por ultimo, a prova de 2-ME teve a sua importancia na detec¢do dos anticorpos 1gG,
presente nos casos de brucelose cronica (Brasil, 2006).

Para o diagnostico do género Brucella sp. pela PCR foi utilizado como
referéncia o elemento genético IS711 que interrompe a cadeia de nucleotideos do gene
wboa presente em Brucella sp., sendo responsavel pela codificacdo da
glicosiltransferase, necessaria para a biossintese do antigeno “O” de membrana
(Vemulapalli et al., 1999).

Em todas as sete amostras de veado-campeiro positivas para brucelose pela PCR
IS711 (Fig. 1) foram amplificados produtos de aproximadamente 400 pb que podem
pertencer a qualquer espécie de Brucella sp., exceto a cepa B. abortus RB51, a qual gera
um produto de = 1300 pb devido ao elemento de interrupgdo 1S711J (semelhante ao
IS711) no gene wboa, acarretando em 862 pb a mais no produto amplificado
(Vemulapalli et al., 1999).

O par de primers 1S711 AF/CR ndo detecta 0 DNA de Yersinia enterocolitica
0:9 e Ochrobactrum anthropi (Vemulapalli et al., 1999), bactérias que sdo relacionadas
a Brucella sp. soroldgica (Etter e Drew, 2006) e geneticamente (Romero et al., 1995),
reduzindo as interferéncias das reagdes cruzadas de diagndstico.

A associacdo significativa entre os diagnosticos positivos para brucelose pelo
AAT e pela PCR IS711 (Tabela 4) evidenciou uma vantagem em se trabalhar com testes
soroldgicos e moleculares em paralelo. Quando padronizadas para 0s veados-campeiros,
tais técnicas usadas juntas podem reduzir os falsos diagndsticos, facilitando a
interpretacdo dos resultados que conduzem as medidas de controle da brucelose.
Schumaker et al. (2010) demonstrou que em Cervus elaphus nos EUA o uso das
técnicas moleculares de diagndéstico evitaram que reagdes soroldgicas cruzadas para Y.
enterocolitica O:9 fossem atribuidas a B. abortus.

Na mesma regido deste estudo, Elisei et al. (2010) encontraram uma prevaléncia
de 20,4% (9/44) para Brucella sp. em veados-campeiros pela PCR com primers para o
gene VirB5 (Hartigh et al., 2004), sugerindo que a brucelose poderia ser um problema
entre os cervideos. Contudo, na presente investigacdo ndo houve associagdo

significativa entre a ocorréncia de fémeas observadas sem filhotes na estacdo de pari¢do
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e o0s resultados positivos para a brucelose tanto pela prova do AAT, como pela PCR
IS711 (Tabela 5).

Observou-se que dentre as fémeas gestantes, as sub-adultas (primiparas) tinham
muito mais chances (OR = 12,3077) de serem encontradas sem filhotes na estacdo de
paricdo (Tabela 5). Nos rebanhos bovinos com brucelose cronica os abortos
concentram-se nas fémeas primiparas (Brasil, 2006). Apenas duas das dez fémeas de
veado-campeiro primiparas foram positivas para brucelose, sendo assim, a maior taxa
de fémeas sub-adultas sem filhotes ndo parece estar relacionada com a infeccdo por
Brucella sp.

As fémeas adultas de veado-campeiro costumam parir antes do inicio das chuvas
no Pantanal. J& as fémeas sub-adultas concebem os seus filhotes mais tardiamente, pois
SO sdo cobertas ap0ds atingirem a maturidade sexual e terem o primeiro periodo estral.
Este atraso natural pode conferir menores chances de sobrevivéncia aos filhotes das
mdes primiparas, devido a restricdo do ambiente e dos alimentos (forrageiras) imposta
pela inundacgéo, além da dispersdo dos predadores que acompanham os cursos d’agua
(jacaré, sucuri) (Lacerda, 2008).

As taxas de positividade encontradas para a brucelose na populacdo de veados-
campeiros estiveram de acordo com as descritas na regido e os testes de diagnéstico do
AAT, 2-ME e da PCR IS711 tiveram aparente tendéncia de complementaridade na
deteccdo da Brucella sp. Os testes do AAT e da PCR IS711 apresentaram associa¢do
significativa pelo teste de odds ratio, o que conferiu maior confiabilidade aos resultados
encontrados. Neste estudo a brucelose ndo foi significativamente associada as fémeas de
veado-campeiro encontradas sem os seus filhotes na estacdo de nascimento, situacédo

que esteve relacionada com a idade reprodutiva destas fémeas que eram primiparas.
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ABSTRACT: The Leptospira interrogans is one of the main etiological agents that
affect a great number of domestic species, savages and the man. The pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus) shares of the same biological habits of the domestic ruminants
in the Pantanal, competing for the same foods and being attacked by the same diseases.
The present study was developed in the Southwest of region of Nhecolandia (Corumba,
MS, Brazil), tends as objectives to accomplish an inquiry by serology and molecular
diagnosis of the frequency of the leptospirosis in pampas-deer, besides to evaluate
which the risk variables related with the leptospirosis and associated to the occurrence
of females of these cervids without their nestlings in the birth station. 56 females and
three males of the pampas deer were captured and identified for the obtaining of
sanguine serum and total blood for the serological and molecular diagnosis for PCR of
the leptospirosis. In all the females ultrasound scan was accomplished, tends as result a
tax of gestation of 98,21% (55/56). The proportion of serum-reactors found by
microagglutination test (MAT) it was of 28,81% (17/59) and the serovars pomona and
autumnalis were diagnosed in 64,71% (11/17) and 29,41% (5/17) of the positive
animals, respectively. Being used the primers G1/G2 and lepl/lep2 the DNA of
Leptospira sp. was not detected in the blood of any cervid. The risk factors associated to
the positive diagnosis of the leptospirosis were the medium rectal temperatures above
38,76 °C and the cervid's groups formed by three or more individuals. For the
occurrence of pampas deer females without nestlings during the birth period the
primiparety was indicated as risk variable.

Key words: Ozotoceros bezoarticus, leptospirosis, occurence, serovars, risk
variables, reproductive impact.

RESUMO: A Leptospira interrogans é um dos principais agentes etiolégicos que
afetam um grande nimero de espécies domesticas, selvagens e o homem. O veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) compartilha dos mesmos habitos biologicos dos
ruminantes domeésticos no Pantanal, competindo pelos mesmos alimentos e sendo
acometido pelas mesmas doencas. O presente estudo foi desenvolvido no Sudoeste da
regido da Nhecolandia (Corumba, MS, Brasil), tendo como objetivos realizar um
inquérito por meio de técnicas sorolégicas e moleculares de diagndstico sobre a
frequéncia da leptospirose em veado-campeiro, além de avaliar as varidveis de risco
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relacionadas com a leptospirose e associadas a ocorréncia de fémeas de veado-campeiro
sem filhotes na estagdo de pari¢do. Foram capturadas e identificadas 56 fémeas e trés
machos de veado-campeiro para a obtencdo de sangue total e soro sanguineo para o
diagnédstico molecular por PCR e sorolégico da leptospirose. Em todas as fémeas foi
realizada ultra-sonografia, tendo como resultado uma taxa de gestacdo de 98,21%
(55/56). A proporc¢éo de soro-reatores pela Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) foi de
28,81% (17/59) e os sorovares pomona e autumnalis foram diagnosticados em 64,71%
(11/17) e 29,41% (5/17) dos animais positivos, respectivamente. Utilizando-se o0s
primers G1/G2 e lepl/lep2 ndo foi detectado DNA de Leptospira sp. no sangue de
nenhum cervideo. Foram identificadas como variaveis de risco associadas ao
diagndstico positivo da leptospirose as temperaturas retais médias acima de 38,76 °C e
0s grupos de cervideos formados por trés ou mais individuos. Para a ocorréncia de
fémeas de veado-campeiro sem filhotes durante o periodo de parigéo a primiparidade foi
indicada como variavel de risco.

Palavras-chave: Ozotoceros bezoarticus, leptospirose, sorologia, PCR, sorovares,
variaveis de risco, impacto reprodutivo.

INTRODUCAO

Amplamente difundida pelo mundo, principalmente nas areas tropicais de
grandes indices pluviométricos, com solos alcalinos ou neutros, a leptospirose acomete
0 homem, animais domeésticos e selvagens (Corréa, 2007). As caracteristicas z0o-
ambientais do Pantanal, tais como o regime sazonal de inundacdes, e a abundante
presenca do gado em contato com a fauna (Pellegrin, 1999; Santos, 2002) sdo sugestivas
da ocorréncia de Leptospira interrogans em diferentes hospedeiros-resevatorios.
ReacBes soropositivas ja foram encontradas em cervideos na regido (Mathias et al.,
1999; Girio et al., 2004).

A transmissdo da leptospirose ocorre principalmente pelo contato direto das
mucosas e da pele macia e tmida com o agente etioldgico que é eliminado no ambiente
principalmente pela urina de animais infectados (Levett, 2001). As infecg¢Oes verticais
congénita-transplacentéria, mamaria ou neonatal também s&o possiveis (Faine et al.,
1999), assim como a via venéria em bovinos, ratos, porcos e cdes (WHO, 2003; Le
Febvre, 2003) e a transmissdo indireta por fomites, abrasfes, insetos hemat6fagos e
ingestdo de alimentos ou agua com leptospiras (Faine et al. 1999).

Da mesma forma que nos bovinos, em cervideos L. interrogans também

ocasiona o aborto, infertilidade e outras alteracfes reprodutivas (Faine et al., 1999),
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podendo haver, no caso de infec¢do pela sorovar pomona, a morte das fémeas gestantes
ou dos recém-nascidos provocada pela Sindrome Hemolitica (Mackintosh et al., 2002).

O veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) é um cervideo, ruminante selvagem
com caracteristicas bioldgicas semelhantes aos bovinos, utilizando os mesmos campos
para se alimentar, agregando-se muitas vezes ao gado e sendo afetado por doengas em
comum (Duarte e Merino, 1997; Tiepolo e Tomas, 2006; Duarte, 2007; Lacerda, 2008).

A populacdo de veados-campeiros foi reduzida ao longo do século passado e
continua diminuindo em algumas regides, devido a alteracdo e fragmentacdo do seu
habitat, a caca ilegal e as implicacbes do contato com o gado e espécies exoticas
(Demaria et al., 2003; Gonzalez et al, 2010a). Formaram-se na América do Sul
metapopulacfes com pouca diversidade genética, promovendo a endogamia e a
depressdo génica (Gonzéalez et al., 2010b). As doencas dos animais introduzidos pelo
homem num ambiente podem encontrar organismos selvagens susceptiveis e com pouca
variabilidade entre si, agravando os riscos da extin¢do (Merino et al., 1997).

E importante manter a vigilancia e o monitoramento das doencas que possam
atingir varios grupos taxondmicos, especialmente nas areas onde os sistemas de
producdo estdo em estrito contato com a natureza (Mdrner et al., 2002). Para que um
programa de controle sanitario reduza as perdas para animais selvagens e domésticos,
sdo necessarios dados sobre o agente etioldgico, a susceptibilidade dos hospedeiros, a
biologia das espécies envolvidas e as interacbes que ocorrem entre estas e 0 ambiente,
elucidando as vias epidemioldgicas que possibilitam a disseminacdo da doenca
(Wobeser, 2002; Godfroid, 2002; Wobeser, 2006).

Este estudo teve como objetivos: efetuar um inquérito sobre a frequéncia da
leptospirose em veado-campeiro no sudoeste da regido da Nhecolandia (Corumba, MS,
Brasil) com o emprego de técnicas diagnosticas que demonstram a presenca de
anticorpos e do DNA do microrganismo, além de avaliar as variaveis de risco
relacionadas com a leptospirose e associadas a ocorréncia de fémeas de veado-campeiro

sem filhotes na estacéo de paricéo.
MATERIAIS E METODOS
Periodo e local do estudo

As capturas, identificacdo dos animais, coletas de amostras bioldgicas e o

diagndstico de gestacdo foram realizados no més de julho de 2009, sendo os animais



75

monitorados quanto as pari¢cGes e a sobrevivéncia dos adultos e filhotes nascidos até
junho de 2010.

A éarea do estudo estava totalmente localizada na sub-regido pantaneira da
Nhecolandia, municipio de Corumba-MS, Brasil, tendo aproximadamente 20.000 ha de
extensdo e contemplando trés propriedades rurais de criacdo extensiva de gado de corte.

As coordenadas geogréaficas dos locais das capturas foram obtidas por aparelho
de geo-referenciamento e anotadas juntamente com a descricdo fitofisiondmica

circundante para orientar o posterior monitoramento dos animais.

Contencédo dos animais e tratamento das amostras
Cinquenta e seis fémeas e trés machos de veado-campeiro foram capturados
utilizando-se uma pistola de propulsdo pneumética (Modelo 35, Distinject®, Suica) para

dardos tranqilizantes que continham uma preparacdo anestésica conforme a Tabela 1.

TABELA 1. Doses dos farmacos utilizados nos dardos anestésicos para a contengdo quimica em veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) adultos e subadultos.

Peso Estimado Farmaco Apresentacdo  Dose/Kg  Dose/animal  Volume/dardo
30 kg Tiletamina-Zolazepam
(animal adulto) ilagina 50 mg/ml 2,5mg 75,0 mg 1,5 ml
20 mg/ml 1mg 30 mg 1,5 ml
Atropina 10mg/ml 005mg  15mg 0,15 ml
20 kg Tiletamina-Zolazepam
(animal subadulto) itasina 50 mg/ml 1,84 mg 33,33 mg 0,73 ml
20 mg/ml 1,11 mg 22,2 mg 1,11 mi
Atropina 10 mg/ml 0,06 mg 1,2 mg 0,12 ml

Apobs o término dos procedimentos no animal, revertia-se o efeito da xilazina
com a aplicacdo da ioimbina (Tabela 2). Durante a anestesia todos os cervideos tiveram
sua temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria e reflexos monitorados a
cada 15 minutos, sendo inspecionados clinicamente e identificados com coleiras e

brincos numerados.

TABELA 2. Doses da ioimbina utilizada como reversora da xilazina em veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) adultos e subadultos.

Farmaco Peso Estimado  Apresentacao Dose/Kg Dose/animal Volume/dardo

loimbina 30 Kg 3 mg/ml 0,2 mg 6 mg 2ml
20 Kg 3 mg/ml 0,2 mg 4 mg 1,33 ml
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Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo em frascos com e sem
EDTA sadico, respectivamente, para obtencdo do sangue ndo coagulado e do soro
sanguineo. O material foi mantido a -4 °C em isopor com bolsas de gelo até o término
de cada dia de trabalho, sendo entdo aliquotado e armazenado em freezer a -20 °C no
laboratorio da Fazenda Nhumirim.

Este projeto teve aprovacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), que permitiu a anestesia e coleta de material bioldgico
desta espécie selvagem sob o N° de autorizacdo: 20029-1 / cddigo de autenticacdo:
69745473.

Diagnostico de gestacéo

Todas as fémeas de veado-campeiro foram submetidas ao diagnostico de
prenhez por palpacdo abdominal direta, auscultacdo dos batimentos cardiacos fetais e
ultra-sonografia transabdominal com sonda transdutora linear e o aparelho de ultra-som
(CTS-385V, Shantou Institute of Ultrasonc Instruments [SIUI] Inc., Hong Kong, China)
multifrequencial, com variacGes entre 5 e 7,5 Mhz de frequéncia permitindo a
visualizagdo do feto. O diagndstico positivo da prenhez era dado quando eram
visualizados os batimentos cardiacos fetais (BCF), os placentomas e outras estruturas do
feto. Na estacdo de paricao de 2009 (agosto-outubro), as fémeas identificadas de veado-
campeiro, quando encontradas, foram monitoradas até o nascimento de suas crias para a

constatacdo do sucesso reprodutivo.

Diagnostico sorolégico

Cinquenta e nove aliquotas de soro sanguineo de veado-campeiro foram
encaminhadas ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas (VPS) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (USP), Sao Paulo-SP,
para o diagnostico de leptospirose pela reagdo de soroaglutinagdo microscopica (SAM).
Como antigeno para a Leptospira interrogans foram utilizadas 24 variantes soroldgicas
(australis, bratislava, autumnalis, butembo, castellonis, bataviae, canicola, whitcomb,
cynopteri,  grippotyphosa, hebdomadis, copenhageni, pyrogenes, panama,
icterohaemorrhagiae, javanica, pomona, hardjo [hardjoprajitno], wolffi, hardjo
[hardjobovis], shermani, tarassovi, patoc, sentot), de 19 sorogrupos, na forma de

culturas vivas provenientes da colecdo de referéncia do VPS. As amostras foram
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consideradas positivas quando ocorria soroaglutinacdo igual ou superior a 50% das
células do campo em comparacdo com o controle negativo. Os soros positivos foram
entdo diluidos seriadamente a partir da diluicdo inicial (1:100) até a dilui¢do de 1:6.400,
e acrescidos de cada uma das 24 sorovariantes de referéncia, tendo como o titulo de
anticorpos final o inverso da maior diluicdo em que houve ao menos 50% de leptospiras

aglutinadas por campo microscapico.

Diagnostico molecular

A partir das amostras de sangue total dos veados-campeiros foi extraido o DNA
genémico (Aradjo et al. 2009) no Laboratério de Biologia Molecular Animal da
Embrapa Gado de Corte (CNPGC), Campo Grande-MS.

Para o diagndstico de Leptospira sp. pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foram utilizados dois pares de iniciadores, G1/G2 (5' CTGAATCGCTGTATAAAAGT
3' e 5’GGAAAACAAATGGTCGGAAG 3') que amplificam produtos de 285 pares de
bases (pb) (Cheema et al., 2007) e lepl/lep2 (5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’ ¢
5" TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’) que correspondem aos nucleotideos 38 ao 57
e 348 ao 368 da estrutura do gene rrs (16S) e amplificam 331 pb (Mérien et al, 1992).

Os controles positivos referentes ao DNA extraido de Leptospira interrogans,
sorovares pomona, autumnalis e hardjo (hardjobovis) foram obtidos no banco de
referéncia da Embrapa Gado de Corte e Embrapa Pantanal.

A solucdo da PCR G1/G2 foi preparada em microtubos de 200 pl sendo
constituida por: 2,5 pl de Tampdo PCR 10X; 1,5 ul de MgCl;, (1,5 mM); 1,0 ul de
nucleotideos (ANTP’s, numa concentragdo de 250 puM); 1,0 ul de cada primer (5
pmoles); 0,2 pl de TagDNA-polimerase (1,0 Ul); 1,0 ul do DNA (100 ng/ul) a ser
testado; e H,O (Mili-Q®) em quantidade suficiente para (q.s.p.) completar 20 pl de
volume final. Para a PCR lepl/lep2 a solugéo de trabalho continha: 3,0 pul de Tampéo
PCR 10X; 0,6 ul de MgCl; (1,5 mM); 0,5 pl de dNTP’s (250 uM); 1,5 ul de cada
primer (5 pmoles); 0,3 pl de TagDNA-polimerase (1,0 UI); 1,0 ul do DNA (100 ng/ul)
a ser testado; e o restante de H,O (Mili-Q®) g.s.p. 20 pl de volume final.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em aparelho termociclador de
gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradient®). Na PCR com os primers G1/G2
utilizou-se como referéncia o protocolo de desnaturacdo, anelamento e extensdo de
Cheema et al. (2007). Para a PCR lep1/lep2 a desnaturacéo inicial foi realizada a 95 °C

por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C / 30 segundos, anelamento
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a 58 °C / 30 segundos, extensdo a 72 °C / 1 minuto e uma extensdo final a 72 °C / 10
minutos, para a adenilacdo da sequéncia formada.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese de 80 a 100 V por 1 hora
em gel de agarose em concentracfes de 0,8 a 1,5 %. O gel foi corado com SYBR GOLD
(Invitrogen®) e visualizado pelo aparelho transluminador (Lpix HE, Loccus

Biotecnologia) sob luz ultravioleta, sendo as bandas fotodocumentadas.

Delineamento e tratamento dos dados

Para a Leptospira interrogans considerou-se presuntivamente como animais
portadores os positivos na sorologia. As unidades amostrais consideradas foram os
cervideos que eram positivos ou negativos para os testes diagndsticos empregados. Este
trabalho teve um tratamento observacional (descritivo), onde ndo houve a interferéncia
do pesquisador nos dados coletados.

Foram utilizados dois delineamentos: o levantamento das fémeas gestantes de
veado-campeiro e da ocorréncia de L. interrogans na amostra estudada; e o estudo das
varidveis associadas ao diagndstico positivo da leptospirose e ao impacto reprodutivo
nos cervideos, constatado pela observacdo de fémeas acompanhadas ou ndo de seus
filhotes na estacdo de paricdo. Considerando-se que o projeto teve como foco principal
populacOes selvagens, estabeleceu-se uma amostragem minima baseada em inquéritos
anteriores, na prevaléncia estimada para as doencas (50%), num erro aceitavel de 10%
(95% de confianca) e na capacidade operacional da equipe.

A proporcdo amostral (Pa) de animais soro-reatores para a leptospirose em
veado-campeiro foi calculada pela formula Pa = n/N x 100, onde:

n = nimero de cervideos positivos pela SAM (no local e periodo descritos);

N = numero total de cervideos amostrados (no local e periodo descritos).

Os resultados das fichas de campo e dos testes de diagnostico foram
armazenados em planilhas computacionais (Microsoft Excel® 2007), sendo
posteriormente associados as variaveis de risco em tabelas de contingéncia do tipo 2 x 2
para as estimativas de odds ratio (OR), com intervalo de confiang¢a de 95%. O teste do
qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram empregados nas associacfes significativas
de OR com p < 0,1 ou p < 0,05. As analises foram realizadas com auxilio do pacote
computacional BioEstat 4.0 (Sociedade Civil Mamiraud/CNPg, 2006, Belém/PA,
Brasil).



79

RESULTADOS

Dos 59 veados-campeiros capturados, 17 apresentaram reacdes de aglutinacdo
no teste da SAM, conferindo uma propor¢cdo de soro-reatores de 28,81% para a
leptospirose nestes animais (Tabela 3). Onze cervideos (64,71%) apresentaram
soroaglutinacdo para L. interrogans sorogrupo Pomona, sorovar pomona e cinco
animais (29,41%) aglutinaram para L. interrogans sorogrupo Autumnalis, sorovar
autumnalis. Houve ainda um animal (5,88%) que apresentou co-aglutinacdo com titulos
iguais para as sorovares autumnalis e pomona, sendo este individuo considerado no
calculo da proporcdo amostral de soro-reatores a leptospirose, porém ndo contabilizado

nas proporgdes para as diferentes sorovares.

TABELA 3. Titulos sorolégicos e sorovares reagentes para L. interrogans em veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) no sudoeste da Nhecolandia, Corumba-MS.

Ne° Identificacdo Positivos pela SAM? Sorovar
005 13A%= 400 pomona
018 2A%=100 autumnalis
029 2A =200; 13A =400 pomona
047 2A =100 autumnalis
059 13A =800 pomona
061 2A = 100; 10A*= 100; 13A = 1600 pomona
082 2A =400; 13A =400 pomona e autumnalis
089 2A =200 autumnalis
084 13A = 6400 pomona
095 2A =200 autumnalis
096 2A =400; 13A =800 pomona
097 13A =400 pomona
099 13A =3200 pomona
105 13A =800 pomona
111 2A =400; 13A = 1600 pomona
115 2A =400 autumnalis
116 13A =800 pomona

1 SAM = Soro Aglutinagio Microscépica

2 13A: codigo usado pelo VPS - USP para a L. interrogans, sorogrupo pomona, sorovar pomona

% 2A: codigo usado pelo VPS - USP para a L. interrogans, sorogrupo autumnalis, sorovar autumnalis

* 10A: cddigo usado pelo VPS - USP para a L. interrogans, sorogrupo Icterohaemorrhagiae, sorovar copenhageni.

As sorolaglutinacBes para a sorovar pomona tiveram titulos maiores do que 0s

obtidos para a sorovar autumnalis (Fig.1).
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Titulos de soroaglutinacdo microscopica para a L. interrogans

FIGURA 1. NUumero de cervideos positivos no teste de soroaglutinagcdo microscépica (SAM) categorizado
pelos titulos das sorovares de L. interrogans diagnosticadas.

Os resultados dos diagnosticos por meio da PCR foram contraditorios aos da
sorologia, ndo sendo possivel detectar DNA de leptospiras nas amostras de sangue total
dos cervideos analisados, mesmo utilizando-se primers sensiveis (G1/G2 e lepl/lep2)
que funcionaram adequadamente na deteccao dos controles positivos utilizados.

A Tabela 4. sumariza as variaveis de risco associadas a ocorréncia da
leptospirose em veado-campeiro.

Uma taxa de gestacdo de 98,21% (55/56) foi observada nas fémeas de veado-
campeiro capturadas, sendo reencontradas posteriormente 78,57% (44/56) destas,
durante 0 monitoramento das pari¢cbes. 21 veadas estavam acompanhadas de seus
filhotes, outras 21 estavam aparentemente desacompanhadas, outra era a Unica que nao
foi positiva no diagnéstico de gestacdo e a Ultima foi encontrada morta, totalizando as

44 fémeas reencontradas e monitoradas.
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TABELA 4. Variaveis de risco para a leptospirose em uma populagdo de veados-campeiros da regido da
Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul, com os respectivos valores de odds ratio (OR).

—ar - 1
Variaveis de risco Categorias POS'“VO.S Negatlvc_)s OR .IC . IC .
Leptospirose Leptospirose inferior superior
Idade" Adulta 15 33
Sub-adulta 2 9 2,0455  0,3931 10,6431
Fitofisionomia Baia 5 5
Vazante 6 21 3,5000 0,7532 16,2838
Baia 5 5
Campo 6 16 2,6667  0,5634 12,6228
Campo 6 16
Vazante 6 21 1,3125  0,3558 4,8411
Individuos/Grupo lou2 3 18
> 3" 13 19 4,1053" 1,0010 16,8362
Temperatura Alta 7 6
AdialV
Retal Média Normal 7 24 4,0000°  1,0087 15,8624
Alta 7 6
Baixa 3 12 4,6667  0,8783 24,7963
Normal 7 24
Baixa 3 12 1,1667  0,2552 5,3327

"IC = Intervalo de Confianca - 95%.

iirldade: Adulta > 2 anos de idade; Sub-adulta < 2 anos de idade.

" Grupos de 3 a 11 animais.

" Temperatura Retal Média = média de 3 a 5 aferigdes de temperaturas realizadas durante a contengdo quimica dos animais, onde:
Baixa < 37,76 °C; Normal = 38,26 °C (+ 0,5 °C); Alta > 38,76 °C.

¥ Teste de X2, onde p < 0,1.

Dentre as 21 fémeas acompanhadas de filhotes saudaveis, cinco (23,81%)
tiveram diagndstico positivo para leptospirose pela SAM, trés destas aglutinaram para a
sorovar pomona, uma para a sorovar autumnalis e uma apresentou co-aglutinacéo para
as duas sorovares. Nas 21 fémeas que ndo estavam acompanhadas de seus filhotes,
foram obtidos oito diagnésticos positivos para leptospirose, sendo cinco para a sorovar
pomona e trés para a sorovar autumnalis. As varidveis de risco associadas a ocorréncia
de fémeas de veado-campeiro sem filhotes estdo apresentados na Tabela 5.

A Unica fémea ndo gestante era sub-adulta, sendo uma das menos desenvolvidas
da populacdo estudada. A fémea morta foi localizada trés meses ap6s as coletas de
material biologico, ainda com a coleira de identificacdo (N° 099) e sem sinais que
evidenciassem morte por predacdo ou acidente ofidico. A carcaga estava parcialmente

consumida, sobretudo as visceras, impossibilitando a coleta dos érgdos de elei¢do para
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exames post mortem. Esta fémea teve diagnostico positivo pela SAM para a L.

interrogans sorovar pomona, com titulo de 3200.

TABELA 5. Variaveis de risco associadas a ocorréncia de fémeas acompanhadas ou ndo de seus filhotes
em uma populacéo de veados-campeiros da regido da Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul, com
0s respectivos valores de odds ratio (OR).

. . . Fémeas Fémeas IC’ IC
Variaveis de Risco  Categorias - silhotes!  sem filhotes” O inferior  superior
Idade® Adulta 20 13
Sub-adulta 1 8 12,3077 11,3733 110,3058
(Primiparas)

Leptospirose Positiva 5 8

(SAM®) Negativa 16 13 19692 05179  7,4884

Temperatura Baixa 7 2

( 1:.6

Retal Média Normal 11 13 41364 07083 24,1568
Baixa 7
Alta 3 6 7,0000 0.8612 56,8967
Normal 11 13
Alta 3 6 1,6923 0,3411 8,3966

! Fémeas marcadas reencontradas com filhotes no periodo das parigées.

2 Fémeas marcadas reencontradas sem filhotes no periodo das parigdes.

% IC = Intervalo de Confianga - 95%.

* Idade: Adulta > 2 anos de idade; Sub-adulta < 2 anos de idade, sendo todas primiparas.

® SAM = Soroaglutinagio Microscopica

® Temperatura Retal Média = média de 3 a 5 aferi¢des de temperaturas realizadas durante a contengio quimica dos animais, onde:
Baixa < 37,76 °C; Normal = 38,26 °C (+ 0,5 °C); Alta > 38,76 °C.

" Teste do X?, onde p < 0,05.

DISCUSSAO

A proporcdo de animais soro-reatores de 28,81% para a leptospirose em veado-
campeiro é corroborada por Mathias et al. (1999) que obteve 24% de positividade em 17
veados-campeiros do Pantanal Sul-matogrossense utilizando o mesmo teste de
diagnéstico. Em outro levantamento pelo teste da SAM feito na mesma regido, Girio et
al (2004) encontrou uma taxa de soropositividade de 9,7%.

O teste da SAM nao foi validado para o veado-campeiro e, portanto, o ponto de
corte (diluicdo minima do soro) para considerar 0s animais soropositivos ainda precisa
ser estabelecido, principalmente porque para uma espécie selvagem deve ser levada em
conta a evolucdo adaptativa entre hospedeiro e patdgeno no ambiente natural. Titulos
que variaram entre 50 e 200 podem ser subestimados utilizando-se os valores de

referéncia para o diagndstico da leptospirose nas espécies domésticas.
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Neste estudo, as sorolaglutinacdes para a sorovar pomona apresentaram em geral
titulos maiores do que os obtidos para o sorovar autumnalis (Fig.1), o que pode ser
explicado pelo fato dos cervideos reagirem fortemente as hematoxinas produzidas pela
sorovar pomona (Faine et al., 1999).

Mackintosh et al. (2002) descreve que em veados-vermelhos (Cervus elaphus)
0s casos de infec¢do por L. interrogans sorovar pomona podem evoluir para a forma
clinica denominada doencga hemolitica, ocorrendo sindromes hiperagudas que levam a
morte com febre, anorexia e hemoglobinuria. A fémea encontrada morta soro-aglutinou
positivamente para sorovar pomona com um titulo de 3200 e sem sinais aparentes de
outra causa de morte, podendo seu caso estar relacionado com a doenca hemolitica.

No local deste estudo, ainda ndo havia sido descrito em veados-campeiros o
sorovar autumnalis, anteriormente apenas as variantes soroldgicas hardjo, mini, wolfi
(Mathias et al., 1999; Girio et al., 2004) e, recentemente, pomona (Vieira, 2009) foram
encontradas nesta espécie. A abundante populacdo de porcos-monteiros (Sus scrofa
feral) no Pantanal pode estar favorecendo a disseminacdo de sua sorovar especifica
pomona para outros animais selvagens, pois as sorovares de L. interrogans tendem a ser
mantidas em seus hospedeiros reservatérios (Levett, 2001) . O porco-monteiro é um
animal exotico que se adaptou e proliferou no Pantanal, causando desequilibrio no
ecossistema, competindo pelos recursos de muitas espécies nativas e podendo transmitir
doencas aos animais e a0 homem (Mourdo et al., 2002).

A PCR ndo foi capaz de diagnosticar animais positivos para a leptospirose
através do DNA extreido das amostras de sangue total. O uso do sangue como amostra
clinica parece ser um dos possiveis motivos para a ndo deteccdo dos portadores fora do
periodo de bacteremia. Sabe-se que as leptospiras possuem um curto periodo circulacédo
no sangue dos ruminantes, por volta de 7-14 dias (Lemos e Almeida, 2005), sendo
rapidamente destruidas com a posterior opsonificacdo humoral e fagocitose celular
(Faine et al., 1999). Existem protocolos eficientes para a realizacdo da PCR a partir de
amostras de urina (Van Eys et al., 1991) que é a principal via de eliminacdo das
leptospiras no ambiente. Este tipo de material poderia ser explorado em estudos futuros
com cervideos, ja que durante a contencdo quimica destes animais € comum ocorrer a
miccdo decorrente da anestesia com zolazepam e tiletamina.

Observou-se que o0s cervideos que apresentam febre, expressada pela
temperatura retal média (TRM) acima de 38,76 °C, durante a anestesia possuem cerca

de quatro vezes mais chances (OR = 4,0000) de estarem com leptospirose do que 0s
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individuos que permaneceram com a TRM normal (38,26 °C + 0,5) (Tabela 4). A Febre
é um sintoma comum descrito nas infecgdes por L. interrogans em cervideos (Faine et
al., 1999) e em muitas outras doencas, possuindo valor de diagndstico quando associada
as alteracdes hemoliticas (Faine et al., 1999) ou reprodutivas (Corréa, 2007) decorrentes
da doenca.

Nos grupos de veado-campeiro com trés ou mais individuos houve cerca de
quatro vezes mais chances (OR = 4,1053) de positividade para a leptospirose quando
comparados aos animais solitarios ou que vivem em duplas (Tabela 4). Este resultado é
bastante relevante, ja que o veado-campeiro costuma formar os maiores e mais instaveis
grupos no periodo reprodutivo, onde ocorrem disputas frequentes com alta rotatividade
de individuos (Lacerda, 2008), podendo favorecer a disseminacdo venérea das
leptospiras. Ainda o periodo reprodutivo destes cervideos coincide com o regime de
maior inundacdo do Pantanal (Lacerda, 2008) (Quadro 1), o que favorece a manutencao

no ambiente de Leptospira interrogans, que podem infectar ativamente os hospedeiros.

QUADRO 1. Ciclo reprodutivo da fémea de veado-campeiro no Pantanal associado as mudancas
ambientais. As diferentes tonalidades de cinza indicam a intensidade com que um fenémeno ou
comportamento ocorrem; quanto mais escuro, maior a propor¢ao de registros para a variavel.
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Adaptado de Lacerda (2008)

As fémeas adultas de veado-campeiro apresentaram 12 vezes (OR = 12,3077)
mais chances de serem observadas com os seus filhotes saudaveis que as fémeas sub-
adultas primiparas (Tabela 5). A ndo observacdo dos filhotes, ndo significava que estes
estavam mortos, pois a fémea de veado-campeiro tem o comportamento de esconder sua
cria recém nascida e se posicionar distante desta para confundir os predadores (Merino
et al, 1997). Para mitigar o ndo avistamento dos filhotes por causas etolégicas como a
descrita acima, tomou-se o cuidado de monitorar uma mesma fémea, em diferentes
horéarios do dia e por varios dias consecutivos.

A maior proporcdo de fémeas adultas acompanhadas de seus filhotes pode ter

duas justificativas principais. A primeira esta relacionada ao periodo de paricdo das
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fémeas adultas multiparas que ocorre antes do inicio das chuvas (outubro e novembro) e
da inundagdo do Pantanal, diferentemente das fémeas sub-adultas primiparas, que por
parirem mais tardiamente (dezembro, janeiro) podem ter menores chances de
sobrevivéncia para os seus filhotes, devido a dispersdo de predadores que acompanham
os cursos d’agua (jacarés) ¢ da restricdo do ambiente imposta pela inundacdo (Lacerda,
2008). A segunda justificativa que favorece as maes multiparas estd associada a
imunidade gerada pela maior pré-exposicdo as Leptospiras interrogans, que favorece o
desenvolvimento de anticorpos especificos e reativos para as sorovares presentes no
ambiente (Alcérreca, 2006).

Os métodos soroldgicos de diagnostico demonstraram que a leptospirose é uma
doenca de consideravel ocorréncia na populacdo de cervideos estudada, embora o uso
das técnicas moleculares ndo tenha indicado a infeccdo ativa nestes animais. A sorovar
pomona teve a ocorréncia mais frequente e apresentou os maiores titulos de aglutinacao
nos veados-campeiros. Esta sorovar ocorre em porcos-monteiros (forma feral de Sus
scrofa) (Vieira, 2009), espécie exotica introduzida no Pantanal e que esta amplamente
distribuida na regido (Mourdo et al., 2002). Os resultados deste estudo fornecem
indicios de que esta havendo um processo de spill over (transbordamento) eco-
epidemioldgico da leptospirose natural do porco-monteiro para o veado-campeiro. As
variaveis de risco identificadas poderdo auxiliar em estudos futuros no entendimento
das relacdes epidemioldgicas existentes entre a infeccdo por Leptospira interrogans, as

influéncias na reproducao do veado-campeiro e os fatores ambientais atuantes.
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