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RESUMO

MILAGRES, Bruno Silva. Universidade Federal de Vigosa, junho de 2004.
Perfil sorolégico de algumas infeccbes em capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris) capturadas nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais,
Brasil. Orientador: Mauro Pires Moraes.Conselheiros: Marcia Rogéria de
Almeida Lamego e Joaquin Hérnan Patarroyo Salcedo

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) € um roedor de habitos semi-
aquaticos, herbivoros, forrageando gradientes aquaticos, onde outros
herbivoros normalmente ndo alcangcam, principalmente em &reas sazonalmente
inundaveis; sendo distribuida por todo o territorio brasileiro. O seu habitat
natural é caracterizado pela existéncia de curso d’agua permanente, também
requerem uma area de pastagem para forragear e uma area de mata utilizada
para repouso e para ter filhotes. Apesar de ser um animal silvestre, encontra-se
em um estado tdo avancado no processo de domesticacdo, que pode ser
considerado como um novo animal doméstico, com manejo e uso bem
estabelecidos. As capivaras regularmente sdo mantidas em proximos contatos
com suinos, equinos e bovinos, sendo que este estreito relacionamento conduz
a uma maior dispersdao de doencas, podendo atuar a capivara como
reservatoério, desempenhando importante papel na satude publica e nas perdas
econdmicas em animais de producdo e em criadouros comerciais da espécie.
Relatos de identificacdo de alguns agentes infecciosos em capivaras de vida
livre, tanto em areas silvestres como em rurais, contribuem com essa hipétese.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar o perfil sorolégico de
capivaras, quanto a presenca de anticorpos contra Herpes virus bovino, Virus
da Leucose bovina, Virus da influenza eqiina, Rickettsia, Anaplasma
marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, Brucellas e Leptospira. Foram
colhidas amostras sanguineas de capivaras de diferentes regides do Estado de
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Minas Gerais e Sdo Paulo. Estas amostras foram processadas no laboratorio
de Virologia do Setor de Medicina Veterindria Preventiva da Universidade
Federal de Vigosa, sendo submetidos aos testes de imunodifusdo em agar-gel
para o virus da leucose bovina, soroneutralizacado para o herpes virus bovino,
inibicdo da hemaglutinacdo para o0 virus da influenza eqtina,
imunofluorescéncia indireta para Rickettsia, eliza para Anaplasma marginale,
dot-elisa para Babesia bovis e Babesia bigemina, soroaglutinacéo rapida para
Brucellas e soroaglutinagdo microscépica para Leptospira (15 diferentes
sorovares). Os resultados (18/144) obtidos indicam a prevaléncia de anticorpos
contra leptospira de 10,42% (15/144) e 2,09% (3/144) contra o virus da
influenza equina. Nao foram encontrados anticorpos para oS outros agentes
testados. H& grande evidencia que a criacdo de capivaras tem um papel
importante na epidemiologia da infeccdo por Leptospira, servindo como
reservatorio e potencial disseminador para o ambiente. Porém, existe uma
necessidade de uma avaliagdo mais apurada, nos aspectos sanitarios e
econdmicos relacionados a outras enfermidades de ocorréncia em capivaras,

assim como um aprofundamento na relagdo com outros animais de producao.
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ABSTRACT

MILAGRES, Bruno Silva. Universidade Federal de Vigosa, June of 2004.
Epidemiologist survey of diseases related to capibaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) in Brazil. Adviser: Mauro Moraes Salcedo Committee
members: Marcia Rogéria de Almeida Lamego and Joaquin Hérnan
Patarroyo Salcedo.

Capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) is a rodent of half-aquatic habits,
herbivores, exploring aquatic gradients where other herbivores normally don’t
reach, mainly in flooding areas, being distributed for all the Brazilian territory. Its
natural habitat is characterized by the permanent existence of watercourse, and
they also require an area of pasture to explore and an area of bush used for
rest and to have younglings. Although being a wild animal, it in a so advanced
way in the domestication process that can be considered as a new domestic
animal, with well established handling and use. Capybaras are regularly kept in
close contact with swine, equines and bovines, leading to a bigger dispersion of
ilinesses, with capybaras being able to act as reservoir, doing important paper
in public health and the economic losses in production animals and commercial
breeding of the species. Identification stories of some infectious agents in free-
life capybaras, as much in wild as in agricultural areas, contribute to this
hypothesis. On this way this work had the objective of analyzing the serologic
profile of capybaras, as soon as the presence of antibodies against bovine
Herpesvirus, bovis Viruses of bovine leukemia, Viruses of equine influenza,
Rickettsia, Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, brucellas
and leptospires. Blood samples of capybaras from different region had been
collected. These samples had been processed in the laboratory of Virology of
the Sector of Preventive Veterinary Medicine of the Universities Federal de
Vicosa, being submitted to the tests of immuno-diffusion in agar-gel for the virus
of bovine leukemia, serum-neutralization for bovine herpes virus, inhibition of
the hemaglutination for the virus of equine influenza, indirect immuno-

fluorescence for Rickettsia, elisa for Anaplasma marginale, dot-elisa for Babesia

iX



bovis and bigemina Babesia, fast serum agglutination for brucellas and
microscopically serum aglutination for Leptospires (15 different sorovares).
Gotten results (18/144) indicate the prevalence of antibodies against leptospires
of 10,42% (15/144) and 2,09% (3/144) against the equine influenza virus.
Antibodies for the other tested agents had not been found. There is great
evidence that the creation of capybaras has an important paper in the
epidemiologist of the infection for Leptospires, serving as reservoir and potential
disseminator for the environment. However, there is a necessity of a more
refined evaluation, related to the sanitary and economic aspects to other
diseases occurring in capybaras, as well as a deeper relation with other

production animals.



Introducao

A capivara tem distribuigdo neotropical, habitando os vales dos rios, em
ambientes de mata fechada. No Brasil, encontra-se apenas uma espécie
Hydrochaeris hydrochaeris que esta amplamente distribuido por todo o territorio
brasileiro (com excecdo de algumas regides do semi-arido nordestino). E um
roedor de habitos semi-aquaticos, herbivoros, forrageando gradientes
aquaticos, onde outros herbivoros normalmente ndo alcangam, principalmente
areas sazonalmente inundaveis. O habitat natural das capivaras é
caracterizado pela existéncia de cursos d’agua permanentes (rios, lagos e
pantanos). A agua serve de esconderijo e protegcao contra seus predadores
naturais, além de sitio natural de reprodugdo. Também requerem uma area de
pastagem para forragear e uma area de mata utilizada para repouso e para
reproduzir. A capivara, apesar de ser um animal silvestre, encontra-se em
estado avancado de domesticagdo (criagdo em cativeiro, tolerancia ao ser
humano e utilizagdo comercial) podendo ser considerada como um animal
domeéstico, com manejo e uso bem estabelecidos.

A criacdo de capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), além de ser uma
atividade ecologicamente adequada, objetivando sua preservagao, é também
economicamente viavel para a comercializagdo do couro e da carne de alto
valor protéico.

Por serem bastante seletivas quanto a alimentacdo, competem com o
gado nas éareas de pastagem. Devido a essas caracteristicas e ao seu

freqlente convivio com animais de produg¢ao e contato com o ser humano, a



capivara pode atuar como reservatorio silvestre e rural de doencgas, inclusive de
carater zoondtico, e assim desempenhar importante papel na saude publica e
nas perdas econbémicas em animais de produ¢cdo e em criadouros comerciais
da espécie. Relatos de identificacdo de alguns agentes infecciosos em
capivaras de vida livre, tanto em areas silvestres como em rurais, contribuem
com essa hipoétese.

Apesar de existirem constantes relatos incentivando a criagdo comercial
de capivaras como animal doméstico com a finalidade de producéo, pouco se
discute a respeito das enfermidades na criagdo racional. E limitado o nimero
de relatos destas atividades e, principalmente, de sua importancia para a
criacdo destes animais e dos animais domeésticos (suinos, bovinos e equinos)
criados proximos e principalmente do ser humano. Desta forma, € questionavel
a importancia destes animais como reservatorios de enfermidades ou vetores
de artrépodes.

Diante da inexisténcia na literatura de um diagnostico laboratorial
especifico para infecgcdes presentes em capivara, este trabalho teve como
objetivo a obtencdo de conjugados de capivaras e um estudo do perfil
sorologico de alguns agentes Rickettsiasis, bacterianos e virais possivelmente
encontrados em animais domésticos e em capivaras. Dentre estas
enfermidades, os soros de capivara foram testados para Brucella, Herpes virus
bovino, Virus da influenza equina, Leptospira, Virus da leucose bovina.

Rickettsia, Anaplasma marginale e Babesia spp.



REVISAO DE LITERATURA

Descricao da Capivara

Dentre os mamiferos em geral, aqueles que pertencem a ordem
Rodentia (roedores) se caracterizam por constituir um grupo de mamiferos
herbivoros relativamente pequenos e bem adaptados, sendo a grande maioria
terrestre, sendo o mais abundante, com cerca de 1.687 espécies. Seu tamanho
varia desde camundongos com apenas cinco centimetros de comprimento até
a capivara com 1,20 metro de comprimento. Alimentam-se principalmente de
folhas, ramos, sementes e raizes, sendo alguns abundantes e de elevado
potencial reprodutivo, servindo de fonte alimentar para muitos mamiferos
carnivoros, aves e répteis (NISHIYAMA, 2003).

Entre os principais representantes da ordem Rodentia, encontra-se a
capivara considerada a maior espécie de roedor do mundo, distribuindo-se
desde a América Central, do Panama, até o Uruguai e norte da Argentina
(Figura 1). Baseado no encontro de fosseis foi descrito que a capivara é
originaria da América do Sul (ALLHO, 1986; HOSKEN, 2002; NISHIYAMA,
2003). Sdo muitos os nomes dados a esse grande roedor, de acordo com a sua
localizagdo: capivara, porco d’agua (Brasil); capibara (Paraguai); carpincho
(Argentina e Uruguai); chiguire (Venezuela); chigliro, poncho ou ponche, yulo,
lancho, capibara, capiguara, cacé (Coldmbia e Panama); capybara (USA);
Wasser Schaweine (Alemanha). Existem diversas subespécies de capivara, as
quais se diferenciam pelo tamanho, pelo peso e pela coloragdao dos pélos. No

Brasil, predomina uma unica espécie, conhecida pelo nome de Hydrochaeris



hydrochaeris, e no Panama, Coldbmbia e Venezuela, de Hydrochaeris isthmius.
A capivara € classificada da seguinte forma: pertencente a classe Mamifero,
Subclasse Placentarios, Ordem Rodentia (Roedores), Subordem Histricomorfos
(caviomorpha), Familia Hydrochaeridae, Género Hydrochaeris, Espécie
hydrochaeris (LINNAEUS, 1766; MONES, 1973; ALHO, 1976; GONZALEZ-
JIMENEZ, 1995).

Figura 1- Distribuicdo da capivara pela América do Sul

Fonte: El capibara (Hydrochaeris hydrochaeris), estudio actual de

su produccion

Amplamente distribuida no Brasil, as capivaras sdo animais de habitos

gregarios, semi-aquaticos e crepuscular, isto é, apresentam atividade intensa



nos periodos de entardecer e do amanhecer. Sua origem, animal silvestre, de
caga, mas de sua procedéncia sabe-se que foi criado desde tempos imemoriais
como bicho de estimacdo por antigas tribos indigenas. Vivem em locais com
densa vegetagdo associada a charcos, lagos, rios, corregos, banhados e
pantanos. No Brasil, a localidade tipica de ocorréncia da espécie é no Rio Séo
Francisco, na fronteira entre os estados de Alagoas e Sergipe (ALHO, 1987A,;
ALHO, 1987 B; BOHER et al., 1987; NISHIYAMA, 2003).

A capivara tem em média de 1 a 1,5 m de comprimento, 0,5 a 0,65 m de
altura; sendo que seu peso varia de 30 a 60 quilos no animal adulto, embora
alguns individuos possam alcangar 80kg, seu peso ao nascer é de cerca de
2kg. Os dedos dos pés sdo interligados como adaptagao a natagéo. A capivara

ndo tem cauda, ou apenas uma cauda vestigial. Diferencia-se de outros

roedores por ser o Unico que apresenta em sua pele glandulas sudoriparas
(Figura 2) (ALHO, 1987A; ALHO, 1987 B; BOHER et al, 1987; NISHIYAMA,
2003).

Ny e 11 ] B o -_l:. i .-_-.!.' X __.: b -
Figura 2- Caracteristicas morfolégicas da capivara (Hydrochaeris

hydrochaeris)

E considerado animal semi-aquatico, j4 que sua distribuicdo nas

savanas, esta limitada pela presenca dos corpos d’agua. E na 4gua que defeca




e urina na maior parte das vezes. E neste ambiente que encontra refugio, uma
vez que pode ficar submersa por varios minutos, se necessario. A copula
também pode ocorrer dentro d’agua, em locais com profundidade que nao
exceda 50cm (ALHO, 1987A; ALHO, 1987 B; BOHER et al., 1987; NISHIYAMA,
2003).

O sexo nos animais adulto € muito dificil de diferenciar a primeira vista
porque todos tém os orgdos genitais bem proximos ao anus e encobertos,
formando uma espécie de cloaca, semelhante ao coelho. Porém sao
diferenciados pela presenga da glandula supranasal no macho, uma glandula
de odor forte e caracteristico que esfrega nas fémeas conquistadas, nos
filhotes e nas arvores, para marcar seu territério (Figura 3) (ALHO et al., 1987B,;
GONZALEZ, 1995; ROMAN, 1999).

Figura 3- Caracteristicas sexual secundaria do macho capivara.

A fémea, geralmente, tem duas parigdes por ano, com média de quatro
filhotes em cada, variando de 1 a 8 filhotes. O periodo de gestacao € de 150

dias, o ciclo estral é espontaneo e dura cerca de sete dias. Sdo animais sociais



vivendo em grupos € manadas, mas também podem ser encontrados machos
solitarios, vivendo fora dos grupos sociais. Cada grupo é formado por um
nucleo familiar, constituido pelos animais adultos que se uniram inicialmente a
seus filhotes. Uma vez estruturado, o grupo torna-se fechado, ndo permitindo
mais a entrada de animais adultos. No entanto, animais muito jovens de outros
grupos podem ser aceitos e incorporados ao bando. Geralmente forrageiam
nas ultimas horas da manhé e no fim da tarde até a noite (Alho et al 1987a). A
capivara se alimenta quase que exclusivamente de capinas e prefere grama
curta, porque seus dentes permitem cortar folhas e talos bem rentes ao solo.
Na agua, gosta de mergulhar e comer algas que crescem nas pedras. A
capivara é um herbivoro generalista, bom nadador e vive numa estrutura social
complexa (ALHO et al., 1987B; GONZALEZ, 1995; ROMAN, 1999).

Exploracao Industrial

Por serem animais pertencentes a fauna brasileira, as capivaras estao
protegidas pela lei de protecdo a fauna, que proibe a cacga, transporte e
comercializacdo de animais silvestres no Brasil. Desta forma, a capivara é
mantida sob protecado do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), porém,
por nao ser considerado sob risco de extingdo e dentro dos conceitos atuais de
conservacao, tem tido a sua criacdo, abate e consumo permitido sob
determinadas normas, com credenciamento de criadores e estabelecimentos
para a comercializagdo de subprodutos (carne, couro e gorduras). Os criadores
autorizados pelo IBAMA adquirem as suas matrizes a partir de animais
capturados na natureza, geralmente em regides onde o desequilibrio ambiental
encontra-se acentuado, levando a invasao pelas capivaras de regides agricolas
rurais. Isto ocasiona conflitos diversos de interesse entre produtores agricolas
de outras areas da exploragdo agroindustrial e também a invasdo de areas
urbanas, ocasionando problemas variados que vao desde questdes relativas ao
transito de veiculos, quanto a disseminagao de ectoprasitas, além de poderem
veicular enfermidades que afetam o ser humano e outros animais (SARKIS,
2002).

A carne de animais silvestres representa a principal fonte de proteinas



de origem animal para o consumo humano e indigenas em alguns lugares do
mundo, como no Brasil e em outros paises da América Latina, Africa e Asia,
embora esse tipo de exploragdo baseado no extrativismo represente grande
risco de perdas em biodiversidade. As espécies mais estudadas para a
viabilidade da produgcdo de carnes de animais silvestres s&o: capivara,
avestruz, javali, jacaré, cateto e a queixada, entre outros (HOSKEN et al., 2002;
SARKIS, 2002;).

O conceito de vida saudavel, consolidado entre os consumidores dos
grandes centros, pode servir de estimulo a inclusdo das carnes de capivara e
de outros animais silvestres e exodticos na dieta, pois geralmente estas
apresentam teores baixos de lipideos totais e altas concentragdes de acidos
graxos poliinsaturados. O consumo de carnes de animais silvestres tem
aumentando, assim como a exploragao econémica racional da fauna (SARKIS,
2002).

As capivaras, apontadas como uma espécie de grande potencial
zootécnico para a producéo de carne e couro, sao utilizadas racionalmente na
Venezuela e na Coldmbia. O mercado consumidor de carne tem se mostrado
bastante receptivo ao consumo de carne de capivaras e de outros animais
silvestres e exoticos (GONZALEZ et al., 1976; BOHRER et al., 1987; AROUCA
et al., 2000).

Na Venezuela, € comum o consumo de carne de capivara, pois 0s
catdlicos foram autorizados a comer esta carne durante o periodo da
quaresma, o que se tornou uma tradicdo. Esta carne tem sido estudada ha
varios anos, principalmente quanto a possibilidade de industrializagdo. Como
resultado tem-se obtido excelentes produtos (SARKIS, 2002; HOSKEN, 2002).

Os atributos biolégicos que as tornam apropriadas para criagao e
producdes de carne sdo: crescimento rapido, alta eficiéncia reprodutiva,
comportamento social que permite o agrupamento de individuos em espago
reduzido para alimentacdo, manejo e a exigéncia de dieta de baixo custo
(Arouca et al 2000). A carne de capivara € um produto com grande potencial
para a comercializagcdo no mercado nacional e internacional. Além da boa
aceitacao, a carne de capivara permite diversas formas de preparo.

Com relagao aos subprodutos, o couro de capivara € apreciado no



mercado exterior devido as suas caracteristicas de impermeabilidade, leveza e
existéncia de fibras em um s6 sentido. A pelica, conhecida por “carpincho
leather”, é utilizada na confeccdo de calgados, luvas e vestuario. O dleo,
extraido da gordura subcutanea, é utilizado popularmente com fins medicinais
nos tratamentos de asma, bronquite, reumatismo e alergias. Os pélos podem
ser utilizados na fabricagdo de pincéis e tapecaria (AROUCA et al., 2000; ODA,
2002). Quando comercializadas, as carnes de capivara podem apresentar-se
em diversas formas. Podem ser encontradas “in natura” na forma de linguicas,
além de salgada, que parece ser a mais utilizada nas regides brasileiras mais
carentes, onde n&o ha energia elétrica, para permitir uma longa armazenagem
do produto. Outros experimentos mostram que a carne de capivara também
pode ser utilizada na elaboragdo de produtos carneos como salsicha e fiambre
(SARKIS, 2002).

A carne de capivara € consumida nas regides onde esse animal ocorre,
e € importante componente na dieta de povos indigenas e populagdes rurais do
Brasil, pois fornece proteinas, gorduras, algumas vitaminas e minerais. Um
importante aspecto de qualidade € o conhecimento da microbiota contaminante
da superficie da carcaga. O numero inicial de contaminantes biolégicos na
carcaga esta relacionado com a consumacdo da carne fresca e sua
deterioragdo € associada ao numero e o tipo de microrganismo contaminante
(SARKIS, 2002).

A variagao na contaminagao por microrganismos pode ser justificada por
diversos fatores como sanidade do animal, tipo e condicbes de abate,
transporte e armazenamento da carne (SARKIS, 2002).

O abate deve ser levado em consideragdao, uma vez que para animais
silvestres nao ha uma legislagédo que regulamenta o abate. As capivaras sao
abatidas em abatedouros de suinos, pois ndo existem estudos comprovando
gue a maneira como sao abatidos sdo realmente as formas mais adequadas.
As ferramentas utilizadas no abate também podem contribuir para
contaminagao, assim como uma ma evisceragao. A contaminagdo durante o
abate também pode ser da pela falta de higiene dos funcionarios, além do
ambiente de trabalho. Insetos e roedores atraidos pelos restos de carnes,

sangue e pélos contribuem para o aumento da contaminagdo microbiana



(SARKIS, 2002).

ApOs o abate, a carne deve ser resfriada para armazenamento ou
transporte. Durante o transporte, a oscilacdo da temperatura do veiculo interna
possibilita o desenvolvimento microbiano. E importante que o caminhdo
frigorifico esteja em bom estado de funcionamento, mantendo as condicdes

originais da carne.

Aspectos Sanitarios

A maior causa das mortes nas populacdes de capivaras ndo sao as
enfermidades e sim a predacgao, a idade avancada e a desnutricdo. Por ser um
animal nativo acostumado as condicbes de clima onde habita, ele ndo se
infecta com facilidade com os parasitos intestinais e é bastante resistente a
outras enfermidades. Porém, por ser um animal com caracteristicas sociais, as
capivaras regularmente sdo mantidas em contatos com suinos, equinos e
bovinos. Este relacionamento estreito conduz a uma possibilidade maior de
dispersdo da doenca (GONZALEZ, 1995; ROMAN, 1999). Devido as suas
caracteristicas e ao frequente convivio com outros animais de producao e
contato com o ser humano, a capivara pode atuar como reservatoério silvestre e
rural de doencas, inclusive de carater zoondtico, e assim desempenhar
importante papel na saude publica e nas perdas econdmicas em animais de
producdo e em criadouros comerciais da espécie.

A principal enfermidade das capivaras é a “mal-dos-quartos”. Esta
doencga é provocada por um protozoario (Trypanossoma evansi) e que acomete
também os equinos. Este protozoario é transmitido de um animal a outro
através de insetos hematéfagos. Na capivara, a doenga se manifesta com
febre, corrimentos nos 6rgaos genitais, pontos de hemorragia nas mucosas,
andar cambaleante e paralisia dos membros posteriores (STRONG et al., 1926;
PINTO, 1933; GUTIERREZ, 1958; MORALES et al.,, 1976; FRANKE et al.,
1994A; FRANKE et al., 1994B; GONZALEZ, 1995; ROMAN, 1999).

A capivara também pode contrair a raiva (PICCINI et al., 1971) zoonose

transmitida pela mordedura de morcegos hematéfagos portadores do virus; a
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brucelose (BELLO et al., 1974; VILLEGAS et al., 1975; LORD et al., 1983) e a
leptospirose (JELAMBI, 1976). Também podem se infectar com o virus da febre
aftosa (GOMES & ROSENBERG, 1984); virus da leucose bovina (BLV)
(BURNY et al.,, 1988), coronavirus (CATROXO et al., 1995) e o virus da
rinotraqueite infecciosa dos bovinos/ vulvovaginite pustular infecciosa (IBR/IPV)
(BOHRER et al., 1987).

A ocorréncia de brucelose na capivara foi detectada por diversos autores
(GODOQY, 1973; BELLO et al.,, 1974), inclusive em nosso Pais (ITO et al.,
1998). Assim como a Brucella, anticorpos contra Leptospira foi evidenciada por
estudos soroldégicos por pesquisadores brasileiros e venezuelanos. Jelambi
(1976), trabalhando na Venezuela analisou 178 amostras de soro de capivaras,
obtendo 111 positivos (63,3 %) aos diferentes tipos de leptospiras, com
predominio de Leptospira canicola, Leptospira balllum, Lepstospira hardjo,
Leptospira hendomadis e Leptospira Wolffi. Ito et al. (1998) e Nishiyama et al.
(2002) também obtiveram resultados sorolégicos semelhantes trabalhando com
soros provenientes de animais no Brasil. Paula et al. (2001) encontraram
Leptospira em capivaras de vida livre.

Entre os endo-parasitas encontrados podemos citar os Trematddeos:
Hippocrepis hippocrepis, Taxorchis schistocotyle (GONZALEZ, 1995);
Cestodeos: Monoecocestus decresceus; Nematddeos: Viannela hydrochoersi;
Protozoophaga obesa (GONZALEZ, 1995); Dirofilaria acutiiscula (YATES &
JORGENSON, 1983) e Protozoario Eimerian (CASAS et al., 1995).

As ectoparasitoses, constituem em um dos principais fatores limitantes
na criagdo de capivaras. Tanto o carrapato do cavalo (Amblyomma
cajennense) quanto o carrapato Amblyomma cooperi indicados como
reservatorio natural do agente causal da febre maculosa como os carrapatos
de cao (Rhiphicephalus sanguineus) podem parasitar a capivara. Ha também
relatos de infestagdo de capivaras por carrapatos das espécies Boophilus
annulatus e Boophilus microplus. Os animais muito infestados podem
apresentar anemia, correndo o risco de contrair outras doencgas infecto-
contagiosas transmitidas por estes acaros (RIVEIRA, 1983; GONZALEZ, 1995;
ROMAN, 1999; FIGUEREDO et al., 1999; GALVAO et al., 2001).

A sarna causada pelo Sarcoptes scabiei também assume grande
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importancia na sanidade destes animais, pois estes sdo muito suscetiveis a
contrai-la de qualquer espécie animal (em especial dos suinos). Sem duvida, a
sarna € a principal patologia que afeta o alto potencial deste animal, tanto em
condigdes naturais quanto em cativeiro (RIVEIRA, 1983; GONZALEZ, 1995;
ROMAN, 1999). As miiases e as dermatobioses ocorrem especialmente em
animais debilitados e, ou, estressados, porém com relatos menos frequentes
do que as outras ectoparasitoses (GONZALEZ, 1995). Ha também estudos do
problema de microfilarias, na pele da capivara, a Onchocerca sp,
possivelmente € causada pela Cruorifilaria tuberocauda (MORALES et al.,
1976, 1978; EBERHARD et al., 1984; GONZALEZ, 1995).

Foram caracterizados parcialmente em capivaras criadas em cativeiro,
0s microrganismos da familia Enterobacteriaceae: Escherichia coli, Escherichia
blattae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter diversus, Citrobacter diversus,
Providencia alcalifaciens, Providencia rustigianii, Kluyvera ascorbata e
Kluyvera cryocrescens. Bandarra et al. (1995), descreveram um caso de
septicemia por Salmonella sp, em uma capivara, fémea adulta. Também foram
observados que a capivara atua como reservatorio de Campylobacter jejuni, na
natureza e em cativeiro, podendo também ser portadoras de outras bactérias,
como Yersinia e Aeromonas, potencialmente patogénicas e sendo inclusives
agentes de zoonoses (SARKIS, 2002).

Descricao das enfermidades que podem acometer as capivaras

Febre Maculosa

Dentre todas as doencgas Rickettsias que afligiram o ser humano,
particularmente no Brasil, a Febre Maculosa, situam-se entre aquelas que mais
causaram sofrimento e morte, inclusive para varios pesquisadores pioneiros no
diagnostico e pesquisa sobre as mesmas (GALVAO et al., 2001). Em nosso
pais a Febre Maculosa foi registrada nos estados do Rio de Janeiro, Sdo

Paulo, Espirito Santo, Bahia, Rio Grande do Sul e em maior nimero em Minas
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Gerais (DIAS et al., 1938; GONCALVES et al., 1977,1981; LIMA, 1983;
MANCINI, 1983; GALVAO et al., 1983; MELLES et al., 1992; SEXTON et al.,
1993; LEMOS et al., 1997; GUERCIO et al., 2001; CALIC, 1996; GALVAO et
al., 2003).

A primeira descri¢ao clinica da doenca foi feita por Maxcy em 1889, um
caso ocorrido na regido montanhosa do Noroeste dos Estados Unidos,
denominando, assim, de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas. No
periodo de 1906 a 1909, Ricketts conseguiu sucesso na transmissao dessa
doenca para porquinhos da india, incriminando o carrapato como vetor;
posteriormente, em 1919, Wolbach publicou os resultados de seus estudos e
passou a denominar o microorganismo descoberto de Dermacentor
centroxenus rickettsia, sendo o primeiro a demonstrar a sua multiplicagdo no
tecido do carrapato; Este microorganismo passou a ser reconhecido
posteriormente como Rickettsia rickettsii, riquétsia especifica, causadora da
Febre Maculosa (MCDADE & NEWHOUSE, 1986; LEMOS, 1991).

As Rickettsias sdo organismos com caracteristicas de bactérias, muito
pequenas medindo em torno de 0,3 a 0,6um de largura, 0,8 a 2um de
comprimento, com caracteristicas gram-negativo e sendo parasita intracelular
obrigatério. Apresentam-se de formas variadas desde formas coldides,
elipsoides e bacilares a formas filamentosas (HASE, 1985; MCDADE &
NEWHOUSE, 1986; WEIS et al., 1987; SEXTON et al., 1993; SCOLA &
RAOQULT, 1997; BILLINGS et al., 1998; RYDKINA et al., 1999; RAOULT et al.,
2001). Associam-se a diferentes organelas celulares e, ocasionalmente,
formam massas de microorganismos no citoplasma ou nucleo da célula
infectada, dependendo da espécie de riquétsia envolvida (WEIS, 1973;
LEMOS, 1991).

A transmissao ocorre geralmente pela picada de carrapato infectado.
Admite-se que o carrapato tenha que ficar aderido a pele por algum tempo, 4 a
6 horas e sugar o sangue, para que as Rickettsia sejam ativadas e assim sejam
capazes de infectar. Pode também ocorrer contaminacao através de lesdes na
pele, pelo esmagamento de carrapato. Entretanto, a doenga n&o se transmite
de pessoa a pessoa (LABRUNA et al., 2004).

Os animais hospedeiros mais importantes sao o cao, os equinos, o gato,
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a prea, o gamba, os morcegos e possilvemente a capivara, destacando o cao
como fator de mais valia, no estabelecimento dos focos domiciliares, o qual
poderia se infectar tanto pelo ataque do vetor, como pela via digestiva ao se
alimentar de outros animais, roedores silvestres em geral (GALVAO, 1988;
LEMOS, 1991).

Os relatos da transmissdo da febre maculosa no Brasil apontam o A.
cajennense, como sendo o principal vetor; o carrapato do coelho pode também
estar envolvido atuando como reservatoério silvestre da doenca. A capivara
aparentemente pode atuar, ndo somente como reservatério da doenca no meio
silvestre, podendo também adoecer e morrer da doenga, possivelmente
transmitida pelo Amblyomma cooperi (LEMOS et al., 1996; FIGUEIREDO et al.,
2001; GALVAO, 2001).

Na febre maculosa, o periodo de incubacéo é de aproximadamente sete
dias sendo os achados clinicos iniciais inespecificos, podendo mimetizar uma
grande variedade de infec¢des. Tipicamente € um quadro subito constituido de
febre elevada, calafrios, cefaléia intensa de localizagao frontal, mialgias, dores
musculares e prostagdo. Aproximadamente 25% dos individuos acometidos
apresentam coriza, tosse e dispnéia. O exantema surge geralmente entre o 3°
e o0 5° dia de doencga e é caracteristicamente centripeto, macular réseo, de
poucos milimetros, o qual desaparece a digitopressao, atingindo inicialmente
as extremidades em torno do punho e tornozelo, de onde se irradia para o
tronco, face, pescogo, palma e solas (MAGALHAES,1939; GONCALVES et al.,
1981; MANCINI et al., 1983; LEMOS, 1991; MELLES et al., 1992; GALVAO et
al., 2001).

Nos casos graves da febre maculosa, os pacientes podem apresentar
edema periorbital, conjuntivite, coriorretinite, cefaléia e papiledema e, também,
edema dos membros, face e eventualmente de pulméo, acompanhado ou nao
de arritmias cardiacas, oliguria, insuficiéncia renal aguda, hipovolemia e
choque, além de um quadro de coagulagao intravascular disseminada, entre
outras complicacdes. E relativamente comum o surgimento de esplenomegalia
(GONCALVES et al., 1981; LEMOS, 1996). Pacientes ndo tratados evoluem
para um estado de torpor, confusdo mental, alteracdes psicomotoras e coma.

Na fase terminal aparece ictericia e convulsdes. A letalidade dessa forma da
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doenca, quando nao tratada pode chegar a 80% (GALVAO et al., 2001).

O diagnostico precoce da febre maculosa, com base somente em
informacdes clinicas, € muito dificil, devendo ser considerado sempre que um
paciente proveniente de uma regido endémica apresentar febre, calafrio,
cefaléia e mialgia com histéria de picada de carrapatos ou ndo (HELMICK et
al., 1984; LEMOS, 1991). As informacgdes clinicas nem sempre sdo suficientes
para identificagcdo de agentes etiolégicos e de diagndstico, por este motivo a
eles sdo associadas as provas de laboratorio para o diagndstico e confirmagéo.
No caso da febre maculosa, o diagnéstico associado a provas de laboratério
nao & possivel antes do 10° a 14° dia do contagio (MANCINI et al., 1983;
HELMICK et al., 1984).

As técnicas para o diagndstico especifico podem ser diretas e indiretas.
A pesquisa direta para o diagndstico no sangue dos pacientes durante a fase
aguda da doenca € de pouca valia, pois a concentragdo de riquétsias no
sangue nesta fase é relativamente baixa. No hemograma sdo comuns a
anemia e trombocitopenia; a leucometria pode estar normal, aumentada ou
diminuida, porem com desvios a esquerda. Quando existe comprometimento
neuroldgico, o liquor apresenta aumento de células e proteinas. A técnica de
imunofluorescéncia tem sido usada para identificagdo de R. rickettsii em
fragmentos de biopsia de pele colhida entre o 3° e 8° dias de doenga, embora
resultados negativos nao afastem a possibiidade da doenca. A
imunofluorescéncia direta assim como a coloragdo de Jieménez pode ser
usada também na identificacdo de riquétsias através do teste de hemolinfa dos
carrapatos eventualmente encontrados nos pacientes (BURGDOFER, 1970;
BREZINA, 1985).

Os métodos sorologicos constituem ainda os principais meios de
diagnostico das riquetsioses. As técnicas soroldgicas wusadas sao
principalmente a imunofluorescéncia indireta, a fixagdo do complemento, a
microaglutinagao, Elisa e “Imunoblotting” (LEMOS, 1991; SCOLA & RAOULT,
1997).

O teste de imunofluorescéncia indireta € considerado atualmente o mais
simples e mais econdmico teste para o diagnostico precoce da riquetsiose

tanto para estudos soro-epidemioldgicos quanto para identificagdo dos isolados
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das Rickettsia. As reagdes de imunofluorescéncia positivas identificam o grupo
antigénico ao qual o agente patogénico pertence e ndo a espécie da riquétsia.
Com o desenvolvimento da microimunofluorescéncia indireta, é possivel fazer
reagir uma unica gota de soro diluido com nove a seis antigenos diferentes,
simultaneamente, aumentando assim a capacidade de diferenciacdo das cepas
de riquétsia dentro do grupo da febre maculosa (BREZINA, 1985; LEMOS,
1991).

Outros métodos de diagndstico estdo sendo desenvolvidos, mais ainda
limitados a pesquisa basica como o teste de imunobloting, que no momento
vem sendo utilizado para analise antigénica e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) que posssibilta a deteccéo rapida e especifica da riquétsia
(HELMICK, 1984; ANACKER et al., 1986; SEXTON et al., 1994; ANACKER et
al., 1987; BILLINGS et al., 1998; GALVAO et al., 2001).

No caso da febre maculosa, a letalidade da doenga diminui de forma
significativa quando o tratamento é introduzido em tempo habil. Os casos
graves devem ser hospitalizados; sobrevivendo as primeiras 48 horas de
tratamento, é rara a evolucéo para o 6bito ou o desenvolvimento de sequelas.
Aqueles casos mais brandos ou de diagndstico muito precoce podem ser

tratados em ambulatério, com controle médico diario (GALVAO, 1983).

Leptospirose

Atualmente, esta demonstrado que, além de ratos e caes, a maioria dos
mamiferos domésticos e silvestres se infecta por leptospira, mantendo o ciclo
da doenca na natureza (SCHENK, 1976; PAULA et al.,, 2001). A doenca é
conhecida desde de 1886 por Weil através do diagnostico clinico no ser
humano; porém a Leptospira como agente causador da doenga s foi
determinada em 1916, por Inada e colaboradores (JULIANO et al., 2000;
PAULA et al., 2001).

No Brasil, a primeira referéncia de isolamento de leptospira em animais
foi de Aragdo em 1971, que trabalhou com ratos (Rattus norvegicus)
capturados na cidade do Rio de Janeiro (SCHENK, 1976; JULIANO, et al.,
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2000).

A leptospirose é uma doenga infecciosa aguda, de carater sistémico, que
acomete o ser humano e o0s animais, causada por microorganismos
pertencentes ao género Leptospira. A distribuicdo geografica da leptospirose €
cosmopolita, no entanto, a sua ocorréncia é favorecida pelas condi¢des
ambientais vigentes nas regifes de clima tropical e subtropical, onde a elevada
temperatura e os periodos do ano com altos indices pluviométricos favorecem
0 aparecimento de surtos epidémicos de carater sazonal (BROD & FEHLBERS,
1992; PLANK & DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003). O agente da leptospira &
uma bactéria da familia Spirochaetaceae, da ordem Spirochaetales, género
Leptospira. Embora seja considerada uma bactéria gram positiva, cora-se com
dificuldade, n&o sendo classificada como tal. Sdo microrganismos flexiveis e
helicoidais que medem 6 a 20 ym de comprimento por 0,1 a 0,2 um de
didmetro. Sao microrganismos aerdbios estritos, fortemente espiralados;
penetrando no organismo do hospedeiro ativamente através da pele e das
mucosas € invadindo rapidamente a corrente circulatoria, se disseminando
através dos orgaos internos (BROAD & FEHLBERG, 1992; BHARTI et al.,
2003).

O género compreende as espécies Leptospira biflexa e Leptospira
interrogans, ambas subdivididas em varios sorovares. Os sorovares de L.
biflexa sdo de vida livre, enquanto os sorovares de L. interrogans abrangem
todos os associados a infecgdbes em humanos e animais. A L. interrogans
compreende mais de 180 sorovares de acordo com a composigao antigénica.
Alguns sorovares parecem ter certas espécies animais como hospedeiros
naturais. Entretanto, animais e o ser humano podem ser infectados com uma
grande variedade de sorovares. Os causadores de doenga nos animais variam
entre os paises e as regides (BROD & FEHLBERS, 1992; PLANK & DEAN,
2000; BHARTI et al., 2003).

Na leptospirose animal, a penetracdo da leptospira ocorre ativamente
através de mucosa (ocular, digestiva, respiratéria e genital), da pele
escarificada e inclusive da pele integra, como ocorre quando da permanéncia
por tempo prolongado em colegdes de agua contaminada. A eliminagdo da

leptospira ocorre através da urina, de forma intermitente, podendo persistir por
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periodos de tempo de longa duragdo. Ha também relatos de transmissao por
monta natural e inseminacao artificial. A infeccdo humana pela leptospira
resulta da exposicao direta ou indireta a urina de animais infectados. Ha outras
modalidades menos importantes de transmissdo, como a manipulacdo de
tecidos animais e a ingestdo de agua e alimentos contaminados (JULIANO et
al., 2000; PLANK & DEAN, 2000L; BHARTI et al., 2003).

As leptospiras podem hospedar-se em diversos grupos de animais
vertebrados; no entanto, os mamiferos sdo os que, na atualidade, apresentam
maior significado epidemioldgico. Inquéritos conduzidos em ecossistemas
silvestres revelam a presenca da infecgdo em roedores, marsupiais, carnivoros
e edenteados. Foram também identificados leptospira em capivaras. No
entanto, em ecossistemas rurais e urbanos, o principal reservatério de
leptospira € constituido pelos roedores (ratazanas ou ratos de esgotos), que
ocupa no mundo uma posicao de destaque (ITO, 1998; PLANK & DEAN, 2000;
JULIANO et al., 2000; BHARTI et al., 2003).

A leptospirose em humanos principalmente € uma doenca de carater
sazonal, intimamente relacionada aos periodos chuvosos, quando ha elevacao
dos indices pluviométricos (PLANK & DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003).

As manifestagcdes clinicas s&o diversificadas e dependente das
caracteristicas individuais, porém é através dos animais portadores que ocorre
a persisténcia dos focos de leptospirose, devido a longa duragdo desta
condigdo (meses ou anos) e a ampla facilidade de deslocamento que pode ser
oferecida a estes animais, uma vez que os mesmos nao revelam nenhum sinal
da infecgao (BHARTI et al., 2003).

Em casos de suspeita de infecgdo, a sorologia pode ser utilizada como
diagnodstico. O titulo de anticorpos pode variar consideravelmente de animal
para animal. O teste de aglutinagdo microscépica usa leptospiras vivas como
antigeno, tem alta sensibilidade e é soroespecifico. Nos casos de infecgéo
natural, os sinais mais evidentes sao: perda de peso, ictericia, hemoglobinuria,
anorexia, letargia e hipertermia, com duragdo do quadro por 2 a 4 dias; em
fémeas prenhas tém-se verificado abortos. Nos casos de doenga aguda, pode
ocorrer uma alta taxa de letalidade (superior a 40%) (PLANK & DEAN, 2000;
BHARTI et al., 2003).
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Vulvovaginite pustular infecciosa (IBR/IPV)

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) é o agente causador da
Rinotraqueite Infeccciosa Bovina/Vulvovaginite Pustular Infecciosa Bovina
(ALICE, 1978; MUELLER et al., 1981; ROIZMAIN et al., 1995; VIDOR et al.,
1995). O Herpesvirus Bovino tipo 1 é membro da subfamilia
Alphaherpesvirinae, cujo genoma viral é linear, possui 136 kilobases e contém
mais de 75 genes muitos dos quais codificam glicoproteinas (METZLER et al.,
1986; VIDOR ET AL., 1995). A via mais importante de transmissao é a
horizontal, que ocorre pelo contato direto entre os animais e a copula. O
embrido e o feto podem infectar-se pela via vertical (transplacentaria). A
transmissao indireta ocorre principalmente por aerossois, fomites, tendo a
inseminacao artificial importante papel na entrada da doenca em rebanhos que
nunca tiveram contato com o virus (MADIN et al., 1956; MUELLER et al., 1981;
LEMAIRE et al., 1994; SILVA et al, 1996).

Em bovinos, o BHV-1 provoca uma variedade de sinais clinicos
principalmente, lesbes nas mucosas, anorexia e pirexia, conjuntivite bilateral,
rinotraqueite, vulvovaginite, balanopostite e penopostite, além de causar
abortos e raras vezes encefalite (MADIN et al., 1956; MUELLER et al., 1979,
1981; WEIBLEN et al. 1989; VAN OIRSCHOT et al., 1993).

A infeccdo por BHV-1 ja foi demonstrada como sendo largamente
difundida ndo s6 em rebanhos bovinos e bulbalinos como também em
ruminantes, carnivoros e roedores domeésticos e silvestres. Apesar de varios
animais de laboratérios serem normalmente refratarios a infecgado experimental
com este virus, a mesma ja foi induzida experimentalmente em espécies
silvestres, obtendo-se soroconversao e eliminagdo de virus, ainda que, na
maioria das vezes, sem sintomas clinicos aparentes. O animal portador latente
pode reativar também o virus, quando € exposto a fatores predisponentes
estressantes, que diminuem a resisténcia imunoldgica, eliminando assim
particulas virais, na maioria das vezes, sem apresentar sintomas clinicos
(MUELLER et al.,, 1979; KIRKPATRICK et al., 1980; BOHER et al., 1987;
RIMSTAD et al., 1992; ROIZMAN et al., 1992).

O virus causador da Rinotraqueite Infeccciosa Bovina/Vulvovaginite
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Pustular Infecciosa Bovina foi isolado pela primeira vez no ano de 1956 por
Madin et al., e desde entdo tem sido descrito em varios paises. No Brasil foi
isolado pela primeira vez por Mueller et al. em 1978 no estado de Sao Paulo e
por Alice no estado da Bahia. Também foi isolado na Bahia, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul
(ALICE, 1976; MUELLER, 1978,1979,1981; IKUNO & MUELLER, 1982;
ANUNCIACAO, 1989; LOVATO et al., 1995).

Os animais infectados pelo BHV-1, portadores permanentes do virus,
podem ser identificados por testes sorolégicos através da detecgcdo de
anticorpos especificos (LOVATO et al., 1995).

A resposta imune humoral, usualmente medida por soroneutralizagao
tem servido como indicador da infecgdo e também do estado imunoldgico
contra o BHV-1(VIDOR et al., 1995).

O teste da soroneutralizacdo € altamente especifico e confiavel para a
detecgao de anticorpos contra BHV-1. A producéo de anticorpos contra o BHV-
1 pode ser detectada aproximadamente entre 8 a 12 dias pds infeccdo,
podendo persistir até 5 anos (MUELLER, 1978,1981; LOVATO et al., 1995).

A importancia da avaliagdo sorolégica no diagnostico da infecgédo pelo
BHV-1 €& evidente, pois demonstra a distribuicdo geografica do virus. A
implantacdo de um programa de controle para IBR/IPV esta diretamente
relacionada com a prevaléncia da infeccdo em determinadas regides. Por isto é
importante a informagao de surtos da doenga com isolamento do virus e o
conhecimento da situagdo sorolégica dos rebanhos, que traduz o nivel de
infecgéo dos bovinos pelo BHV-1 (MUELLER, 1978,1981; LOVATO et al., 1995
A; VIDOR et al., 1995).

Brucelose
A brucelose é uma doenga infecciosa contagiosa de distribuicao
mundial, que acomete mamiferos domésticos (bovinos, suinos, caprinos,

ovinos, bubalinos, cées, e ocasionalmente, equinos) e silvestres, em especial a

capivara. E uma zoonose causada por varias espécies de bactérias do género
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Brucella (VARGAS et al., 1996; MOUTON & ARTOUIA, 2001; POESTER et al.,
2002).

Dentro do género Brucella, sdo descritas seis espécies independentes,
cada uma com seu hospedeiro preferencial: Brucella melitensis (caprinos e
ovinos), Brucella abortus (bovinos), Brucella suis (suinos), Brucella ovis
(ovinos), Brucella neotomae (rato do deserto) e Brucella canis (c&es); contudo
todas podem acometer qualquer outra espécie de mamifero (MORENO et al.,
2002).

As bactérias do género Brucella sdo parasitas intracelulares facultativos,
com morfologia de cocobacilos gram-negativos, iméveis, podendo apresentar-
se em cultivos primarios com morfologia colonial lisa ou rugosa. Estes
cocobacilos ou pequenos bastonetes de 0,5 - 0,7 por 0,6 - 1,5 ym, isolados ou
em curtas cadeias sao bactérias do tipo microaerdfilas, desprovidas de capsula
e esporos, crescendo melhor em meios de cultura enriquecidos (vitaminas do
complexo B, soro e sangue) (YOUNG et al., 1983; MORENO et al., 2002).

O ser humano é o hospedeiro acidental na cadeia epidemioldgica da
brucelose, também denominada febre do Mediterraneo, febre de Malta ou febre
ondulante, devido sua caracteristica febril. Nos animais é conhecida como
doenga de Bang ou aborto contagioso, pela frequéncia de abortos que causa,
principalmente em bovinos, suinos, caprinos e ovinos, embora possa causar
outras complicagdes como uveite brucélica em cades (MCCORQUODALE &
DIGIACOMO, 1985; POESTER et al., 2002).

Esta doenga foi primeiramente identificada na espécie humana, em
1887, na ilha de Malta por Bruce, o qual deu a designacédo de Micrococcus
melitensis ao agente isolado a partir dos casos investigados. No Brasil foi
detectada pela primeira vez em 1913 por Gongalves Carneiro em um caso de
brucelose humana (MORENO et al., 2002; POESTER et al., 2002).

A bactéria € transmitida, principalmente através de alimentos
contaminados, agua, leite ou pelo contato direto com animais infectados, que
eliminam o agente por todas as vias, sobretudo pelo leite e descargas uterinas.
E encontrada em concentragdes elevadas no material abortado e na placenta.
Animais também contraem a doenca em ambientes contaminados como pasto

e estabulos e a principal porta de entrada é o trato digestivo (YOUNG, 1983).
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A Brucella sp. ao infectar o ser humano pode-se expressar por diversos
sintomas, entre os quais se destacam: febre, astenia, insbnia, impoténcia
sexual, disturbios digestivos, cefaléia e astralgias. Podem ser observadas,
também, manifestagbes cutdneas e complicagdes nervosas graves; suspeita-
se, ainda, que a brucelose possa estar associada a esclerose multipla. No
animal infectado, as localizagdes preferenciais do agente sdo no linfonodo,
baco, figado, aparelho reprodutor masculino, utero e ubere. A doenga pode se
manifestar de maneira distinta conforme o hospedeiro. O aborto € comum
como também a orquite e lesdes articulares (YOUNG, 1983).

A brucelose nos animais pode ser diagnosticada por um numero de
métodos diferentes ou combinag¢des de métodos, incluindo: diagndstico clinico
baseado em sinais e sintomas; diagnostico epidemioldgico baseado no
histérico do rebanho; observacdo dos animais das areas adjacentes;
isolamento bacteriologico e identificagdo do agente causal, e por demonstracao
de anticorpos nos fluidos corporeos. Portanto, a suspeita clinica e
epidemiologica deve ser confirmada com o diagnostico laboratorial. O
diagndstico da brucelose baseia-se, principalmente, na sorologia. Dentre as
inumeras técnicas disponiveis, a prova de aglutinagdo € a mais utilizada, uma
vez que um titulo igual ou maior que 100, ou titulos crescentes em amostras
repetidas de soro, constituem uma boa base para o diagndstico de brucelose
(BRICKER, 2002).

Entre os métodos de aglutinagdo um dos mais usados no diagnostico da
brucelose € a soroaglutinagdo rapida em placa, utilizada como prova de
rastreio e de diagndstico. E uma técnica padronizada a nivel mundial, de
simples execugao contribuindo muito para reduzir os niveis de infeccdo da
brucelose na Europa, Australia e Américas (MERTA et al., 2003).

Apesar da brucelose estar sob controle ou mesmo erradicada em alguns
paises, a infecgdo ainda € considerada como uma das zoonoses de maior
importancia na América Latina, devido as grandes perdas econémicas, a ampla
distribuicdo e ao elevado indice de casos humanos que ela provoca. No Brasil,
a brucelose parece estar disseminada por todo o territério, com maior ou menor
prevaléncia dependendo da regido estudada (POESTER et al., 2002).

Na pecuaria, a brucelose, por sua cronicidade, provoca perdas
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econdmicas significativas, dificultando seu desenvolvimento, bem como
prejudicando o comércio de animais e de produtos derivados.
Consequentemente, a brucelose afeta de um lado a economia dos paises e de
outro proporciona consideravel risco a saude publica (SANDOVAL et al., 1975;
POESTER et al., 2002).

A brucelose na capivara foi estudada por Bello et al. (1974), depois dos
trabalhos preliminares de Plata (1972) e Godoy (1973). Reportou-se uma certa
ocorréncia desta enfermidade, detectada mediante o diagnéstico de soro-
aglutinagao em placa. Bello e sua equipe do Centro de Investigagédo Veterinaria
de Maracay, Venezuela estudaram o problema e, além de coletar amostras de
sangue, coletaram amostras de 6rgdos como bago, figado, pulmé&o e ganglios.
Estas amostras foram analisadas por soroaglutinacdo em tubos, prova de
fixacdo do complemento, Card-teste e mercaptoetanol. Das 217 amostras, 95
apresentaram soroaglutinacdo, dos quais oito com titulo acima de 1:250, e
destas apenas sete foram positivas ao mercaptoetanol e seis ao Card-teste. A
partir de uma amostra de tecido foi possivel isolar também uma cepa de
Brucella abortus (BELLO et al., 1974; VILLEGAS & MOGOLLON, 1975; LORD
& FLORES, 1983; GONZALEZ, 1995).

Influenza Equina

Dentre as inumeras doengas que podem ser consideradas de risco para
a equinocultura se destaca a influenza. A influenza equina é uma infeccao
respiratoria altamente contagiosa, caracterizada por descarga nasal e febre dos
equideos. Tém distribuicdo geografica ampla, apresentando casos no norte e
sul da América, Europa, india, Africa, China e Jap&o. Australia, Nova Zelandia
e Islandia tém permanecido livres desta enfermidade (WILSON et al., 1993;
TIMONEY, 1996; NEWTON, 2001).

O agente etiolégico desta enfermidade € um virus pertencente a familia
Orthomyxoviridae, género Influenzavirus. Os equideos estdo entre os trés
mamiferos hospedeiros mais comumente acometidos pelos virus da Influenza

A, seguidos pelo ser humano e suino. Esta enfermidade é causada por dois
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subtipos diferentes do virus influenza A: H7N7 (equi 1) e H3N8 (equi 2)
(WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996; NEWTON, 2001).

A classificagdo dos subtipos é baseada nas glicoproteinas de superficie:
a hemaglutinina (HA) e a neuroaminidase (NA). O sucesso epidemiolégico do
virus da Influenza eqlina deve-se ao surgimento de novas variantes
antigénicas desse virus, devido a elevada frequéncia de rearranjo genético e as
consequentes modificagdes antigénicas destas glicoproteinas de superficie
viral. Esta variedade é o fator responsavel pela continua evolugido de novas
cepas e por epidemias de influenza equina, uma vez que a maioria da
populagao nao apresenta imunidade para as novas estirpes (KAWAOKA, 1989;
WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996; NEWTON, 2001).

O virus da Influenza equina (EIV) teve sua primeira identificagdo na
Europa em 1956, quando foi isolado de secrecdes nasais de cavalos, durante
um levantamento epidémico na Europa Ocidental e caracterizado como H7N7.
Em 1963, foi isolado o subtipo H3N8 em uma epidemia de influenza ocorrida
em Miami, Estados Unidos (WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996).

O virus da Influenza equina produz uma sindrome respiratéria, que afeta
equinos de todas as idades e cuja distribuicdo € mundial. Essa infecgcédo surge
apos breve periodo de incubacgao de 24 a 72 horas, durando em tornode 3 a 7
dias, apresentando uma alta morbidade (95% - 98%). O virus da influenza
equina se multiplica nas células epiteliais do trato respiratorio superior e
inferior, produzindo inflamagdo das membranas mucosas com descarga nasal
e tosse severa (WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996).

Os sinais clinicos mais comuns sdo: febre alta, mialgia, depresséao,
anorexia, dispnéia, severa tosse seca, durante os trés primeiros dias. A
secregao nasal evolui de serosa a mucopurulenta e pneumonias, devido a
infeccbes bacterianas secundarias que podem ocorrer agravando o quadro
(WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996).

As infecgdes pelo virus da influenza equina tém-se demonstrado fatais
em asnos, petros, e animais mantidos em mas condi¢gbes zootécnicas, assim
como em animais nao vacinados. Animais lactentes, quando ndo ingerem o
colostro, desenvolvem uma pneumonia severa e morrem rapidamente. Na

grande maioria, a morte de animais adultos € consequéncia de infec¢des
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bacterianas secundarias associadas com Streptoccoccus zooepidemicus,
Pasteurella sp. e Actinobacillus sp., que originam pneumonias e hemorragias
(WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996).

O diagndstico laboratorial € composto de isolamento viral em secreg¢des
nasais, ou através de diagndstico soroldgico tradicional que se realiza pela
prova de hemaglutinagdo, no qual os anticorpos presentes no soro do animal
infectado inibem a capacidade do virus de aglutinar (BURROWS, 1981,
ANESTAD, 1990; WILSON et al., 1993; TIMONEY, 1996).

A prevencao e controle da influenza equina dependem da vacinacéo e
da aplicacao de programas de manejo, que reduzem a exposi¢cao dos animais
susceptiveis ao virus excretado, particularmente por animais infectados

subclinicamente.

Leucose Bovina

A leucose enzodtica bovina € uma doenga infecto-contagiosa de carater
cronico causada por um retrovirus (Bovine leukemia virus-BLV), que possui um
periodo de incubagao de dois a cinco anos, levando ao desenvolvimento de
tumores em uma pequena porcentagem dos animais infectados.

Apesar de alguns relatos sobre leucose em bovinos na literatura aleméa
do século XIX, a doenca e o agente viral s6 foram descritos no continente
americano no final da década de 60. A difusdo do virus ocorreu devido a
introducdo de animais europeus infectados em paises livres da doenca. No
Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez por Rangel & Machado (1943),
que realizaram um levantamento sobre a frequéncia de neoplasias nos animais
domésticos, no estado de Minas Gerais, e assinalaram a ocorréncia de
linfossarcomas em bovinos. Todavia, relato publicado por Merckt et al. (1959),
no Rio Grande do Sul, parece registrar oficialmente o primeiro diagndstico
clinico da doengca em rebanhos criados no Brasil. Atualmente, a leucose
enzoodtica bovina esta presente em praticamente todos os paises do mundo,
com excecado de alguns paises europeus, que possuem rebanhos pouco
numerosos e decidiram erradica-la (SCHWARTZ et al., 1994; MORAES et al.,
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1996; MELO et al., 1997).

A leucose enzodtica bovina é causada por um virus pertencente ao
género Deltaretrovirus, familia Retroviridae, que infecta preferencialmente
linfocitos B, mas também é capaz de infectar células T, mondcitos e
granulécitos. Possui a capacidade de estabelecer infecgao persistente devido a
integracdo do DNA proviral ao genoma da célula do hospedeiro (SUZUKI &
IKEDA, 1998; MEGID et al., 2003).

O virus apresenta formato esférico com 80 a 130nm de diametro. E
composto por trés camadas, sendo a mais interna o0 complexo
genomanucleoproteina, que inclui aproximadamente 30 moléculas da enzima
transcriptase reversa. O complexo genomanucleoproteina é englobado por um
capsideo icosaédrico que contém em seu interior também moléculas de RNA
transportador (RNAt). O capsideo € envolvido pelo envelope fosfolipidico
externo que contém glicoproteinas de superficie e transmembrana associadas
covalentemente; o envelope é derivado da membrana celular do hospedeiro
(SUZUKI & IKEDA, 1998).

A transmissdo se da principalmente de forma horizontal, pelo contato
entre animais adultos, podendo também ocorrer a transmissao transplacentaria
em pequenos numeros de casos (FILHO et al., 1979; MORAES et al., 1996).

A infecgao pelo virus leva ao aparecimento de linfocitose persistente em
aproximadamente 30% dos animais infectados, que clinicamente né&o
apresentam nenhum sintoma. Os tumores ocorrem com maior frequéncia no
utero, linfonodos mesentéricos, retrobulbares, pré-escapular e subiliaco,
coragdao, abomaso e no canal medular. As massas tumorais apresentam
aspecto firme e coloragdo branca amarelada. A sintomatologia apresentada
depende do local de aparecimento dos linfossarcomas. Quando os tumores
estdo localizados em o¢6rgdos internos, os sinais sdao mal definidos
(EMANUELSON et al., 1992; MEGIT et al., 2003).

Os animais apresentam emagrecimento progressivo, anorexia,
exoftalmia, paralisia progressiva dos membros posteriores e formacgodes
tumorais nos linfonodos superficiais. As necropsias sao encontradas formacoes
tumorais em tecidos linféides, no atrio direito do coracdo, na parede do

abomaso e utero, linfonodos aumentados com tecido neoplasico firme e
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branco, muitas vezes circundando um foco necrético translicido e amarelado
(SUZUKI & IKEDA, 1998).

O diagnostico da leucose enzodtica bovina pode ser clinico ou
laboratorial, sendo que o laboratorial é feito através de cortes histoldgicos e
testes soroldgicos. Os testes rotineiramente usados sao a imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) e os ensaios imunoenzimaticos (ELISAs). A imunodifusao
utilizando antigeno glicoproteico virético propicia um excelente recurso para
triagem de rebanhos. Uma reagéo positiva apresenta uma linha de precipitagao
nitida, indicando que o animal esta infectado (MORAES et al., 1996).

O controle da doenga é dificil devido a sua grande disseminacgao,
principalmente nos rebanhos leiteiros, por evoluir lentamente apresentando
grande numero de animais assintomaticos, devido a inexisténcia de um
programa de controle oficial e por ndo se ter quantificado a sua importancia
econdmica (MORAES et al., 1996).

Embora nao existam relatos da doenca no ser humano, é necessaria
uma vigiléncia constante em nivel molecular no genoma do virus, em busca de
cepas mutantes que possam surgir na natureza e que tenham a capacidade de
infectar o ser humano. Entre os fatores que justificam essa preocupacao, pode-
se citar a capacidade do virus de infectar in vitro células de varias espécies
animais inclusive do ser humano. A ocorréncia de infeccbes naturais em
ovinos, capivaras e bufalos, e infeccbes experimentais em caprinos, coelhos,
chimpanzeés, cervideos, gatos e suinos ja foram descritas. Os ovinos e coelhos
sao altamente susceptiveis ao desenvolvimento de linfocitose persistente e de
tumores. Nos demais animais, foram observadas apenas soroconversao
(SUZUKI & IKEDA, 1998).

Babesiose
A babesiose é causada por um protozoario do género babesia, que
parasita animais domésticos e silvestres. A babesiose bovina é causada por

Babesia bigemina e Babesia bovis, apresentando alta frequéncia nas regides

fisiograficas compreendidas entre os paralelos 32° S e 42° N, coincidindo com a
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distribuicdo do carrapato vetor, Boophilus microplus, este ja isolado em criagao
de capivaras. A babesiose bovina tem sido apontada como um dos maiores
problemas sanitarios dos rebanhos bovinos dos paises tropicais. A doencga
pode ocorrer em grande parte da Africa, sul da Europa, sul da Asia, Australia,
América Central e do Sul, ilhas do Caribe e sul do Pacifico (BARNET, 1964;
LEVY, 1980; MAFRA et al., 1994; LACCO, 1996).

A infeccao por Babesia nos bovinos € causada principalmente pela sua
transmissado bioldégica e transovariana através do carrapato. N&o ha
transmissao mecanica por carrapatos nem por outros artropodes e, ou, insetos
hematofagos e as infecgdes pré natal ou iatrogénicas, que podem ocorrer, séo
epidemiologicamente insignificantes (MORRISON, 1989).

A multiplicacdo da babesia no bovino é o fator responsavel pelo
desenvolvimento da infeccdo que pode se apresentar de forma subclinica
(babesiase), em animais portadores sadios, ou de forma clinica (babesiose),
leve ou aguda, esta geralmente causando a morte dos animais (LACCO, 1996).

O diagnéstico da babesiose é feito através de testes soroldgicos, sendo
que a prova de Elisa apresenta sensibilidade maior do que outros testes
sorologicos, tais como fixacdo do complemento, hemaglutinacdo e
imunofluorescéncia (MADRUGA, 1983; LACCO, 1996).

Anaplasmose

A anaplasmose é uma doenca de ruminantes causada por Rickettsias
intraeritrocitaria, o Anaplasma marginale e Anaplasma centrale, sendo o ultimo
responsavel por uma forma mais branda da doenga. O Anaplasma marginale
foi identificado pela primeira vez por Arnold Theiler, em 1908 (GONCALVES,
2001; RESENDE, 2003, FUENTE et al., 2004).

O anaplasma pode ser transmitido biologicamente, através de
carrapatos, mecanicamente, via picada de mosquito e moscas hematofogas, e
congenitamente. A transmissdo também pode ser feita através de fOmites

contaminados. O periodo de incubacdo varia de 20 a 40 dias, sendo a
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rickettisemia acompanhada de sinais e sintomas clinicos como anemia, febre,
perda de peso e morte. Os animais que sobrevivem a esta fase permanecem
persistentemente infectados, com baixas riquetsemias, nao detectaveis
microscopicamente, funcionando como reservatério para a transmissao
(RESENDE, 2003).

E uma doenca economicamente importante na América do Sul, pois
leva a perdas econOmicas tanto em bovinos de leite quanto em bovinos de
corte. E também particulamente importante nas regies de instabilidade
enzoodtica, nas quais ha uma grande percentagem de animais susceptiveis a
infeccao por Anaplasma marginale (GUGLIELMONE, 1995).

Cerca de 20 espécies de carrapatos sado capazes de transmitir a
anaplasmose, mas sao considerados de importancia na transmissao natural da
doenga, os géneros Dermacentor e Boophilus, ambos isolados de capivaras.
Esses animais podem, entdo, estar relacionados a transmissao ou propagacao
de anaplasmose para outras espécies de animais ou mesmo para sua propria
espécie (RESENDE, 2003).

O controle da anaplasmose é realizado por quimioterapia, controle de

vetores e imunizacao, sendo este ultimo mais efetivo (GUGLIELMONE, 1995).
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OBJETIVOS

Desenvolver reagentes para a produgdo de conjugado anti-capivara
marcado com fluoresceina e peroxidase para deteccdo de enfermidades
relacionadas a capivara (Hydrichaeris hydrochaeris).

Analisar o perfil sorolégico de capivaras, quanto a presengca de
anticorpos contra Herpes virus bovino, Virus da Leucose bovina, Virus da
influenza equina, Rickettsia, Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia

bigemina, Brucellas e Leptospira
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MATERIAL E METODOS

Producéo de conjugado anti-capivara (Hydrochaeris hydrochaeris)

Coleta de sangue

Foram capturadas aleatoriamente onze capivaras machos e fémeas
(Hydrochaeris hydrochaeris), de tamanhos diferenciados, pertencentes a
Fazenda Bela Vista, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizada no
distrito de Sao José do Triunfo, municipio de Vigosa, estado de Minas Gerais.
O sangue foi coletado das veias das patas (Figura 4), identificados e levados,
sob refrigeragdo, ao Laboratério de Controle de Hematozoarios no Instituto de
Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) na UFV para a separagao
do soro. No laboratério, os sangues coletados foram centrifugados, os soros

coletados e armazenados em freezer —20°C até o momento de uso.
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Figura 4 — Coleta de sangue da capivara

Purificagcao de IgGs

A técnica de purificagao de IgGs foi utilizada para obtengéo de IgGs de
capivara e IgG de cabrito anti-capivara mediante técnica ndo cromatografica
(Mckinnery & Parkinson, 1987).

Os soros obtidos foram diluidos com quatro volumes de tampé&o acetato
e o pH ajustado para 4,5 com NaOH 0,1N. Sob agitagcédo, foram adicionados,
lentamente, acido caprilico na proporcao de 25 ul/mL da amostra diluida. Apds
a diluicdo do acido, a agitagcdo foi mantida durante 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado e misturado com PBS 10x e o seu pH ajustado para
7,4. O sobrenadante foi refrigerado a 4° C e precipitado com sulfato de aménio
a 45 % sob agitacdo por 30 minutos. Logo apds, foi centrifugado a 5000 g a
4°C durante 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em PBS 10x. Este material foi dializado por quatorze horas em
um volume 100 vezes maior de PBS 1x. O material dializado foi aquecido a

50°C em banho-maria durante 20 minutos e centrifugado a 5000 g durante 20
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minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em microtubos, identificado e

estocado em freezer a —20°C.

Dosagem de proteinas

Para a dosagem protéica das IgGs de capivara e IgG de cabrito anti
capivara foi utilizada a técnica do acido bicinconinico. Neste experimento foi
necessarias a preparagao dos reagentes: reagente A e B. Para a preparagéao
do reagente A, foram utilizados 1g BCA Na, (Acido Biciconinico); 2g Na,COs
H,O; 0,16g de tartarato de sodio 2H,0; 0,40g de NaOH. Estes sais foram
misturados e adicionados a 100mL de agua destilada e o pH ajustado para
11,26. Para a preparagao do reagente B, foram utilizados 4g de CuS04.5 H,0
que foram adicionados a 100mL de agua destilada.

Como solugdo de trabalho foram utilizados 2mL de solugdo contendo
1960 pl do reagente A e 40 pl do reagente B por amostra. A solug¢ao padrao foi
obtida pela adicdo de 100 ul BSA 0,5% a solugao de trabalho e foram feitas as
seguintes diluigdes (100 ug/ml; 200 pg/mL; 400 pg/mL; 600 pg/ mL; 800 ug/
mL; 1000 pg/ mL). ApOs as diluigbes, as amostras foram agitadas, incubadas a

60°C por 30 minutos e as leituras foram feitas em espectofotdmetro a 562 nm.

Eletroforese

Para a preparacdo do gel de corrida, foram utilizados 1,7mL de H,O
destilada; 2,0mL de Acrilamida 30%; 0,005mL de SDS 10%; 0,005mL de
APS(sulfato de aménio) 10%; 1,3mL de Tris HCI (pH 8,88) e, por ultimo,
0,002mL de Temed. Essa solugao foi agitada e colocada em uma cuba até a
polimerizagdo do gel. Uma pequena quantidade de butanol foi utilizada para
cobrir o gel, fazendo com que desta forma quebrasse a tensao superficial e a
retirada das bolhas de ar. Para a preparacédo do gel de Stack, foram utilizados
2,17mL de H,O destilada; 0,5 mL de Acrilamida; 0,38mL de Tris HCI (pH 6,8);
0,003mL de SDS 10%; 0,003mL de APS 10% e 0,003mL de Temed. Esses
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componentes foram homogeneizados sob agitacdo e colocados na cuba de
eletroforese. Em seguida foi colocado o pente de forma inclinada para que
evitasse a formacado de bolhas até a altura das caneletas e esperou-se pela
polimerizagao deste gel.

Foram colocados 5ug de IgG de capivara em 5uL de tampao de
amostra, obtendo 50ug de proteina em cada amostra. Foi utilizado como
controle a IgG de coelho e um padrédo de massa molecular.

Para a preparacdo do tampdo de amostra foram utilizados 2,5mL de
uréia 4M; 0,625mL de Tris HCI 1M pH 6,8; 1mL de SDS 20%; 1,25mL de
glicerol; 0,5mL de 2-Mercaptoetanol; 6,0mL de H,O destilada e uma pequena
quantidade de azul de bromofenol utilizado como indicador.

As amostras foram acondicionadas em microtubos e colocadas em
agua fervente por cinco minutos, em seguida as amostras foram aplicadas nas
canaletas e submetidas a uma corrente de 50mA e voltagem de 100v durante
uma hora.

Logo apéds a corrida eletroforética, o gel foi colocado em uma solugao
fixadora (100mL de metanol; 70mL de acido acético e 1000mL de &gua
destilada) por 30 minutos. Em seguidam, o gel foi retirado da solucéao fixadora e
colocado em solugéo corante (1g do corante, Cromassie brilhant blue G-250,
em 99 mL de acido perclérico 70% e agua destilada) por 30 minutos. Logo

apos o gel foi colocado na solugéo descorante por 24 horas.

Inoculacéo

Para a producao de IgG de cabrito anti-capivara foram utilizados um
cabrito jovem, IgG de capivara e adjuvante de Freund completo e incompleto.
Segundo a técnica descrita por Mckinney e Parkinson (1987), o inoculo foi
preparado homogeinizando 250uL de solugéo de globulinas a 1% com igual
volume de adjuvante completo e incompleto de Freund e, em seguida,
inoculados no dorso de um cabrito por via subcutanea. O esquema de

inoculacao é apresentado na quadro 1.
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Quadro 1- Esquema de Inoculagcdo para producéao de IgG de cabrito anti-

capivara
N. da Inoculagao Intervalo Inoculo Adjuvante de Freund
Primeira ... 250uL Completo
Segunda Duas semanas 250uL Completo
Terceira Duas semanas 250uL Incompleto
Quarta Duas semanas 250uL Incompleto

Vinte dias apds a ultima inoculagéo, o cabrito foi sacrificado e o sangue
coletado em recipiente estéril para obtencdo de soro. Posteriormente, foi

aliquotado em microtubos e armazenado a —20°C até o seu uso.

Imunodifusdo em agar

O teste de imunodifusao em agar gel foi preparado conforme Gagic et al
(1996), com algumas modificagdes, para testar o soro de capivara. Esta técnica
também foi utilizada para o diagndstico da leucose bovina.

As laminas foram previamente cobertas com agar 0,5% e agarose. Apds
a agarose estar solidificada, foi sete orificios na placa. Os seis orificios
periféricos foram preenchidos com 25ul de antigenos, IgG de capivara diluida
(1/5; 1/10; 1/20; 1/40; 1/80; 1/160; 1/320; 1/640). O orificio central foi
preenchido com 25ul de soro de cabrito anti-capivara. Apos 24 horas em

camara umida e a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura da lamina.

Conjugacéao de IlgGs com isotiocianato de fluoresceina

Anticorpos do tipo IgG de cabrito anti-lgG de capivara foram misturados

com Na,HPO,4 0,1M 0,2 M na proporcédo de Y4 do volume a ser marcado. O

isotiocianato de fluoresceina (FITC), na proporcéo de 25ug/mg de proteina a

ser marcada, foi solubilizado em Na;HPO,4 0,1M e misturado por gotejamento

35



aos os anticorpos. Imediatamente, foi ajustado o pH para 9,5 com Naz;PO4
0,1M e adicionadas solucdo de NaCl a 0,85% na propor¢ao de %4 do volume
de anti-soro a ser conjugado. A mistura foi homogeinizado lentamente e
deixada em repouso a temperatura ambiente até completar 75 minutos,
contados a partir da adi¢gao do FITC. Logo apds, foi centrifugada a 2.500g a
4°C durante 10 minutos, desprezando o sedimento e o sobrenadante foi
dializado contra frequentes trocas de PBS 1:10 pH 7,6. Posteriormente, foi

aliquotada e armazenada a —20°C até o seu uso.

Conjugacéao de imunoglobulinas com peroxidase

Foram dissolvidos 4mg de peroxidase em 1 ml de agua deionizada, logo
em seguida, foram acrescentados 200uL de periodato de sédio 0,1M. A mistura
foi agitada lentamente por 20 minutos a temperatura ambiente, sem contato
com a luz e dializada com tampao acetato 0,001M, pH 4,4 por 18 horas a 4° C.
Apods a dialise, foram adicionados 20uL de tampé&o carbonato 0,2 M, pH 9,5 e
8,0 mg de anticorpo solubilizado em 1,0mL do mesmo tampao, sob agitagcao
por trés horas a temperatura ambiente.

Transcorrido o tempo de agitagdo, foram adicionados a solu¢do, 100uL
de borohidreto de sddio 0,106M, permanecendo em repouso por duas horas a
4°C. O conjugado foi precipitado sob agitacéo lenta a 4°C, com igual volume de
solugdo de sulfato de aménio 90%, pH 7,2 (solugdo de sulfato de amodnio
3,62M) por quinze minutos. Logo em seguida, foi centrifugado a 4800g por 10
minutos. O precipitado obtido foi lavado duas vezes, por cinco minutos cada,
com solugdo de aménio 90%, pH 7,2. Apds esta lavagem, o precipitado foi
solubilizado com 1,0 mL de PBS, pH 7,2 e dializado exaustivamente com o
mesmo PBS.

Apos a didlise, albumina bovina 1% e glicerina pH 7,2 foram adicionados
ao conjugado. O conjugado foi aliquotado em microtubos, identificados e

estocados em freezer, —20°C.
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Titulagdo do conjugado marcado com peroxidase pelo método de elisa

O teste de elisa foi preparado conforme a técnica descrita por Chettle e
Wyeth (1988), com algumas modificagdes.

A sensibilizagdo das placas de Elisa foi feitas pela adsor¢éo do antigeno a
4°C durante a noite. O antigeno liofilizado foi reconstituido em 20 mL de
tampéao carbonato (pH 9,6) e foram colocados 100 uL/”well”. No dia seguinte,
as placas foram lavadas com tampao de lavagem por duas vezes, bloqueadas
com 150 yL/’well” de caseina a 2% em PBS e incubadas durante uma hora a
temperatura ambiente. Apdés uma hora de repouso, as placas foram lavadas
novamente com tampao de lavagem e 100 pyL/’well” de conjugado em diluigdes
diferentes (1:50, 1:100, 1:200: 1:500, 1:1000,1:2000, 1:400, 1:6000, 1:8000,
1:10000) foram adicionados. As placas foram incubadas por uma hora a
temperatura ambiente, sendo entdo, lavadas com tamp&o de lavagem por seis
vezes e 100 pl/well de solugdo de substrato (reagente 1 e reagente 2) foram
adicionados. O reagente 1 é composto de Na,HPO,4 e &cido citrico, ambos
diluidos em agua. Ja o reagente 2 contém O-fenilenodiamino (OPD) e solugao
A diluidos em agua. As placas foram incubadas por vinte minutos protegidas da
luz, bloqueadas com 100 pl/well de acido sulfurico 1:20 e, em seguida, foram

feitas as leituras da prova em leitores de eliza.

Testes sorolégicos

Cento e trinta e trés amostras de soros de capivaras gentiimente cedidas
pelo Laboratério de Carrapatos da Sucen/SP foram acrescentadas as amostras
coletadas em Vigosa totalizando cento e quarenta e quatro amostras. Todas as
amostras foram diluidas na proporgcao 1:10 para a realizagdo dos testes
sorologicos. As identificacbes das origens dos soros se encontram na quadro
2.
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Quadro 2- Identificagc&do e Procedéncia dos soros de capivara

Monte Alegre Campinas | Campi-| Campi Piras Paulinia/ | S. Joé&o | Vico
do Sul/SP A/SP nas nas sununga/ SP Boa sa/
B/SP | C/SP SP Vista/SP | MG
73 8626 | LT10I | T5 6923 BG1 2312 1069 SJBVI 05
1128 | 8660 | LT10ll | T6 C11 BG10 12099 5783 SJBVII 07
2125 | 9602 LT11 T8 C12 BG11 14455 6360 12
2744 | IAC05 | LT16 T9 C14 BG12 15082 6837 13
3652 | IACO7 | LT17 |TAQ2| C15 BG3 15914 7032 14
37801 | IACO8 | LT18 |[TAQ1| C16 BG4 16254 7832 23
378011 | IAC11 LT2 |TAQ3| C17 BG5 16286 24
3795 | IAC12 LT3 |TAQ4| C18 BG6 17134 26
3828 | IAC15 | LT4 |TAQ5| C19 BG7 17275 30
4193 | IAC16 | LT5 |TAQ6| C20 BG8 17372 44
42061 | IAC17 | LT6 Cc22 BG9 17531 45
420611 | IAC18 | LT7 Cc23 18132
4286 | IAC19 | LTS8 C24 18784
4968 | IAC20 | LT9 C25l 19041
54201 | IAC21 T1 C25II 19828
542011 | IAC22 | T10 C6 20480
6554 | IAC23 | T12 C7 20691
6954 | IAC24 | T13 C8
7282 | IAC25 | T14l C9
76881 | IAC26 | T14ll
7688l | IAC27 | T16
7807 | IAC29 | T17
85211 | IAC30 | T18
8521lI T19
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Deteccédo de anticorpos contra Rickettsia por imunofluorescéncia indireta

Foram incubados 10ul de soros diluidos (1:32 e 1:64) em laminas
sensibilizadas com antigeno doadas pelo  World Health Organization
Collaboration Center for Tropical Diseases of University of Texas Medical
Branch, Galveston, Texas, EUA. As laminas foram colocadas em uma camara
umida a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS
pH 7,3; deixando este por cinco minutos sobre a lamina. Novamente esta
operacao foi repetida e, em seguida as laminas foram lavadas com agua
destilada e secas a temperatura ambiente.

Para preparagao do conjugado foram utilizados 100uL de Azul de Evans,
400ul de PBS 7,2 e 10ul de conjugado a. O conjugado foi testado sob
diferentes diluicbes de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. Foram colocados 10 ul do
conjugado em cada “well” da lamina e, em seguida as I|aminas foram
colocadas em camara umida a 37°C por 30 minutos. Estas foram lavadas com
PBS pH 7,3 por cinco minutos. Novamente esta operacao foi repetida e, em
seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e se procedeu a
montagem da laminula utilizando anti-fade, com o objetivo de evitar a perda de

fluorescéncia.

Deteccéo de anticorpos contra leptospira por Microaglutinagao

Inicialmente foi feito o cultivo de leptospira, uma suspensdo de 2,5
gramas diluida em agua que foi esterilizada a 121-124° C por quinze minutos.
Em seguida, foram adicionados 80 mL de soro de coelho previamente filtrado e
inativado a 56°C e o pH ajustado para 7,9. Foi feito a repicagem semanalmente
deste cultivo.

O teste de microaglutinagdo foi realizado colocando duas fileiras de
tubos de hemolise, a primeira com 0,8 mL e a segunda com 0,9 mL de salina
tamponada Sorensen pH 7,2. Em seguida, 0,2mL de cada soro foram

colocados na primeira fileira, misturou-se bem e 0,1 mL foram retirados dos
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tubos da primeira fileira e transferido para os tubos da segunda fileira, os quais
foram agitados. A partir dos tubos da segunda fileira foram retirados 0,05 mL e
colocados nos orificios das placas de porcelana, para serem testadas para
cada sorovar, em um total de quinze (Andarmana, Australis, Autumnalis,
Bratislava, Canicola, Castellonis, Copenhageni, Dyasiman, Gryppotyphosa,
Hardjo, Ictrohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassoni e Wolffi). Em cada
orificio da placa foi, adicionado 1mL de cada sorovar contendo a amostra de
soro diluido, agitou-se bem e foi deixada em repouso por cinco minutos. Com o
auxilio da alga de platina introduzida em cada orificio foi retirado uma gota de
soro que foi colocado sobre uma lamina, procedendo a leitura em microscopio

de campo escuro.

Detecc¢éo de anticorpos contra Brucella por soro-aglutinagao

Os diferentes soros foram pipetados e depositados na placa e uma gota
do antigeno foi adicionada ao lado de cada soro a ser testado. O soro e o
antigeno foram homogeneizados, movimentos rotativos foram feitos com a
placa e em seguida, a placa foi deixada em repouso. Procedeu-se a leitura das

placas comparando com um soro bovino positivo.

Deteccdo de anticorpos contra Anaplasma marginale, Babesia bovis e

Babesia bigemina por elisa

Esta técnica segue os procedimentos descritos em 4.1.9, com as
devidas alteracdes. Apos a sensibilizagao e o bloqueio das placas de elisa, 100
pL/”well” de soro diluido em duplicata com tampdo de incubacdo foram
adicionados. As placas foram deixadas em repouso por duas horas e
novamente lavadas com tampao de lavagem por seis vezes. Em seguida,
foram adicionados 100 yL/’well” de conjugado (titulado em 1:2000) e as placas
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Decorrido o tempo, as placas

foram lavadas com tampao de lavagem por seis vezes e 100 uL/’well” de
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solucdo de substrato (reagente A e reagente B) foram adicionados. As placas
foram incubadas por vinte minutos protegidas da luz, bloqueadas com 100
pML/”well” de acido sulfurico 1:20 e, em seguida, foram feitas as leituras das

placas em leitor de eliza.

Deteccdo de anticorpos contra o virus da Influenza eqlina por inibicao da

hemaglutinacao

O virus da Influenza equina/Santa Maria/2/88, disponivel no Laboratério
de Virologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departamento de
Veterinaria da UFV, foi utilizado como antigeno viral.

Para a realizagao deste teste, foram utilizadas suspensdes de hemacias,
conservadas em solugao de Alsever, obtidas a partir de sangue colhido de aves
soronegativas para o virus influenza, H3N8, criadas e mantidas em isolamento
especialmente para este fim. As hemacias foram lavadas com PBS pH 7,0 por
quatro vezes para se obter uma solugdo de hemacias a 100%.

Para eliminacdo de inibidores da hemaglutinacdo, os soros foram
descongelados a temperatura ambiente e homogeneizados. Em seguida, 50uL
de cada soro a ser testado foram adicionados a 50uL de hemacias de galinha
diluidas em 50% de PBS e 25 uL de Kaolin, acondicionados em microtubos, e
identificados. Estes microtubos foram colocados em banho-maria por trinta
minutos, centrifugados e o sobrenadante foi coletado.

A prova de inibicdo da hemaglutinacdo foi realizada pelos métodos
convencionais, em microplaca de 96 cavidades em fundo V. Nesta placa foram
adicionados 25 uL de PBS pH 7,2 e 10 uL do soro a ser testado, previamente
tratado. Logo em seguida foi feita uma diluigdo seriada, desprezando os 25 pl
da mistura final. Apds esta diluigdo seriada, 25 pyL de antigeno viral (titulo de
1:512) foram adicionados nos orificios da placa e deixados em repouso por
vinte minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 50 pl de
hemacias de galinha a 1% em todos os orificios da placa e a mesma foi
deixada em repouso, por uma hora. Apds uma hora, procedeu-se as

observagodes a olho nu utilizando como controle positivo um orificio contendo o
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virus e hemacias de galinha a 1% e como controle negativo, um orificio

contendo apenas hemacias e PBS.

Deteccdo de anticorpos contra herpesvirus bovino por soro-neutralizagcao

Inicialmente, foram descongeladas as células Madin-Darby bovine
kidney (MDBK) para serem utilizadas no teste de soro-neutralizagdo. Estas
células foram multiplicadas em garrafas apropriadas para o cultivo celular em
Eagle’s minimum essential médium (MEM) e soro fetal bovino, processado pelo
laboratério de Virologia/DVT/UFV, por uma semana. Apos o cultivo das células,
elas foram tripsinizada e 5 mL de MEM e 10% de soro fetal bovino foram
adicionados. A suspensado de células foi colocada em placas de soro-
neutralizagéo, para a titulagao do virus de herpes bovino (BHV1). A titulagéo foi
feita tomando por base a presencga/auséncia de efeito citopatico.

Os testes de soro-neutralizacdo foram realizados em microplaca de
fundo chato, segundo a técnica utilizada por Botton et al. (1998), utilizando 100
TCIDso (dose minima infectante de cultivo celular capaz de destruir 50% dos
cultivos celulares). As microplacas contendo a mistura virus e soro foram
incubadas por uma hora a 37° C. Apds a inoculagdo, foram distribuidos na
microplaca 50 pl de células em cada pocinho. As microplacas foram incubadas
a 37° C em ambiente com 5% de CO, e a leitura do teste foi feita em
microscopio invertido apos 72 e 96 horas. Um controle positivo celular
constituido de células e virus e um controle negativo contendo apenas células

também se encontravam na placa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo de Conjugado anti-capivara

As dosagens protéica das IgGs de capivara e IgGs de cabrito anti
capivara, obtida pelo método do acido biciconinico, foram, respectivamente, de
11,7mg e 12,7mg de proteina por militro, tendo sido esta concentragao utilizada
na produgao de conjugado. A IgG de capivara foi purificada e demonstrada por

eletroforese, como pode ser visto na Fgura 4

Figura 5: Eletroforese comparando a IgG padrédo na canaleta 1 com trés
amostras de IgG de capivara nas canaletas 2,3 e 4
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Nao foi possivel titular o conjugado marcado com isotiocianato de
fluoresceina devido a ndo disponibilizagdo de soros controle positivo e negativo
de capivara anti-rickettsia. Ja para titulagdo do conjugado marcado com
peroxidase, utilizou-se, como controle, soro bovino positivo, mostrando

adequado a titulagdo de 1:2000 para Elisa e 1:1000 para Dot-eliza.

Testes soroldgicos

Diante da inexisténcia de uma capivara contaminada com febre
maculosa, o conjugado foi testado com os soros de capivara da Fazenda Bela
Vista, cujos testes de imunofluorescéncias feita com diluicées do soro de 1:32 e
1:64 e diluigbes do conjugado de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 foram todos
negativos. O mesmo conjugado foi posteriormente testado para os soros de
capivaras de diferentes procedéncias com resultados negativos para todas as
amostras de soros testados. Foi verificado também a auséncia de carrapatos
em todos os animais capturados; de acordo com as normas da Fazenda Bela
Vista no municipio de Vicosa, as capivaras haviam sido tratadas com
carrapaticidas alguns dias antes da coleta de soro, explicando provavelmente a
auséncia de carrapatos nestes animais.

Os testes soroldgicos realizados para brucelose, leucose, anaplasmose
e babesiose, mostraram resultados negativos para os soros de capivara
testados. Estes resultados sugerem que as capivaras utilizadas neste
experimento ndo tinham contato intimo com animais bovinos e que as mesmas
se encontravam isentas de carrapatos.

Nos testes de soro-neutralizagao testados para herpevirus bovino, todas
as amostras encontraram-se negativas, observando efeito citopaticos das
células em cada pocinho, em toas as amostras, pois este efeito citopatico &
caracteristico deste virus.

Em relagcdo aos testes sorologicos de inibicdo de hemaglutinagéo para
influenza equina, de todos os soros testados apenas trés foram positivos para o
virus em questdo. Os testes soroldgicos de leptospira resultaram em quinze
resultados positivos. Os resultados dos testes soroldégicos para as

enfermidades pesquisadas se encontram na Quadro 3.
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Quadro 3- Resulatdos dos testes soroldgicos realizados nas amostras de
soros de capivaras

3 24 & g = 2 %22 gg gg ¢
S ET 8 2 s 8 £ §3 8% £
N cp 2 8 2§ 2@ 24 2o 2
© <0 m Q g o o s = Q0
O - (0] c o = ) X
9 z — < ) 0 2
T 2 =
S >
Monte Alegre 42 0 0 0O O 0 1 0 0
do Sul 2,39%
Campinas A 38 0 2 0O O 0 0 0 0
5,26%
Campinas B 18 0 4 0O O 0 0 0 0
22,23%
Campinas C 11 0 2 0O O 0 2 0 0
18,19% 18,19%
Pirassununga 17 0 2 0O O 0 0 0 0
11,77%
Paulinia 6 0 0 0O O 0 0 0 0
Sao Jodo da 1 0 0 0O O 0 0 0 0
Boa Vista
Vigosa 11 0 5 0O O 0 0 0 0
45,46%
Total 144 0 15 0O O 0 3 0 0
10,42% 2,09%

Nos testes realizados para o virus da influenza equina, foi observado
que houve a hemaglutinacdo das hemacias pela acdo do virus em trés
amostras, sugerindo, nestes casos que o virus da influenza equina esta
presente e circulante em trés amostras de soros de capivaras, conforme a
quadro 3 As amostras soro positivas foram provenientes do Parque Ecolégico
de Campinas e Monte Alegre do Sul, ambas localizadas no estado de Sé&o
Paulo, concluindo que estes animais estejam em constantes contatos com

animais equinos.
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Nos soros testados para leptospira, contra quinze sorotipos diferentes,
apresentavam microagluitinagbes, havendo uma predominancia se alguns
sorotipos em determinadas regides. Estas microaglutinacées foram observadas
em microscopio de campo escuro, onde foi obervado a formagao de grumes,
pequenos emaranhados de leptospira, sendo classificado este soro como um
soro positivo ou reagente a leptospira em especial ao sorotipo a qual foi
testado. Os resultados do soro-positivos com suas identificagdes encontram-se

na quadro 4.
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Quadro 4-Amostras de soro de capivaras positivos ao teste de
microaglutinagdo,a diferentes sorovares de leptospira

SOROVARES DE LEPTOSPIRA

3
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20 g < 2 o © 8§ o 4 £ < a
() @) = [}
=] O] =
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T18 - - - - - - + - - - - - - -
cie - - - - - -+ - - - - - -
c1t7 + - - - - - - - - - - - - - -
c19 + - - - - - - - - - - - - - .
c22 + - - - - - + - - - - - - - -
BG1 + - - - - - - - - - - - - - .
BG6 - + - - - - - - - - - - Lo
12099 - + - - - - - - - - - - - - .
19828 - + - - - - - - - - - - - - .
TAQ6 - - - - - - - - - - + - - -
05 - - - .- a a4 - - -
07 - - - - - - ... oo
14 - - - oo ...+ .o
23 - - - ... a4 - - -
7

+ Soro reativo ao sorovar testado
- Soro negativo ao sorovar testado

Desde seu descobrimento, o Brasil despertou a cobigca mundial por sua
fauna e flora. Sua rica preciosa biodiversidade sempre esteve na mira daqueles
que aqui aportaram. O processo de desenvolvimento cultural da populagao
brasileira foi singular, possibilitando o encontro de povos conquistadores e
povos que mantinham uma estreita relagdo com a natureza e 0 meio ambiente.
Ainda hoje, observamos nos grandes centros urbanos, ou nos mais distantes

rincdes do nosso territorio, a presencga de varios animais silvestres convivendo
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com o ser humano, numa relagdo de dominio e admiragdo. Sao cada vez mais
constantes as incursdes nas matas tropicais em busca de animais para
formentar o trafico nacional e internacional.

As florestas tropicais sdo um grande reservatorio de microrganismos
desconhecidos que podem provocar sérios problemas de saude. A principal
fonte de contagios de seres humanos por esses microrganismos se da por
meio do contato com animais silvestres, que os transmitem através de suas
fezes e urina. Alguns desses animais podem tornar-se agressivos e, por meio
de mordedura, transmitir doengas conhecidas, porém ndo menos letais ou
perigosas, como a raiva, a leptospirose, a toxoplasmose, a febre maculosa,
entre outras.As capivaras, assim como outros grupos de mamiferos silvestres
em condicbes naturais, estdo em constantes convivios com animais
domésticos e até com o proprio ser humano; logo, desta forma, é questionavel
a importancia destes animais como reservatérios de enfermidades ou vetores
artrépodes. Estes constantes contatos com animais domeésticos em especial
com equinos podem ter sido a causa dos resultados positivos dos testes
soroldgicos de capivaras para a influenza equina. O constante convivio com
outros animais domésticos e, selvagens e por passarem a maior parte do
tempo em agua, local onde séo feitas suas necessidades e reproduc¢do, podem
ter sido a causa dos resultados positivos para a leptospirose.

Fica dificil, portanto estabelecer um meio de transmissao
responsabilizando as capivaras como possiveis portadoras e/ou transmissoras
destas enfermidades, embora todas as enfermidades se encontram
disseminadas entre animais domésticos e algumas entre animais selvagens.
Assim, este estudo incriminando a capivara como transmissora de
enfermidades a outros animais ou até mesmo ao ser humano, requer estudos
mais detalhados e aprofundados, pois o que temos na literatura e que
conseguimos mostrar sdo que as capivaras possuem anticorpos de alguns
agentes que causam doencgas em animais domeésticos, silvestres e até o ser
humano.

Finalmente, € nossa intencao alertar as autoridades sanitarias para o
fato de que em nosso pais, as capivaras tém sua criacdo, seu abate e seu

consumo incentivado e permitido pela lei. Porém estes criadores obtém as suas
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matrizes para criagcdo em ambientes silvestres e que podem estar
contaminadas por patdégenos disseminando este microorganismo tanto para
outras capivaras, uma vez que elas vivem em bando, como também aos
animais domésticos e podendo exclusivamente atingir ao ser humano. Desta
forma podemos chamar atencao das autoridades, dos trabalhadores da area de
saude, bem como da populagdo em geral da preocupante situacdo onde ha
uma proliferacdo da capivara como reservatérios de doengas e que vém tendo
uma explosdo demografica da capivara, que se esta urbanizando e
consequentemente aumentando o contato com artrépodes e animais
domésticos e mesmo com os humanos; existindo atualmente casos humanos
de doengas relacionados a regides com elevadas populagbes deste roedor
aquatico, isto sem considerarmos também o aumento dos casos clinicos de
inumeras enfermidades de origem rural que poderiam estar associados com as

capivaras sendo possiveis transmissores destas doencas.
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Conclusdes e Perspectivas

Os resultados obtidos indicam a prevaléncia de anticorpos contra
leptospira e contra o virus da influenza equina. Desta forma é inegavel a
importancia destes animais como reservatorios de enfermidades ou vetores
artropodes, porém apesar de termos de um lado preocupacdes constantes a
respeito de agentes infecciosos, parasitarios e enfermidades que afetam a
capivara, considerando também as de carater zoondtico, temos por outro lado
a permissao da parte do IBAMA quanto a criagcdo comercial destes animais,
nao existindo até o momento normas quanto aos procedimentos sanitarios que
devem ser seguidos por estes criadores.

Entendemos que existe a necessidade de uma avaliacdo mais apurada,
nos aspectos sanitarios e econdmicos relacionados com enfermidades que
podem estar acometendo as capivaras.

Embora a ocorréncia de capivaras soropositivas para as enfermidades
testadas neste trabalho seja restrita, ele mostra a importancia de
levantamentos sorolégicos em populagbes de capivaras tanto de vida livre
como em cativeiros, e a necessidade de mais estudos sobre o papel que as
capivaras desempenham como mantenedoras de agentes infecciosos na

natureza.
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