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Perfil sorolégico e molecular de 20 parasitos e avaliagéo clinica de jaguatiricas
(Leopardus pardalis) e cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) em agroecossistema

no Pantanal de Miranda, Brasil

Laiza de Queiroz Viana Braga

Dissertagcao de mestrado em Ecologia e Monitoramento Ambiental

RESUMO

Investigar parasitos na fauna silvestre é importante para compreender sua manutencao na natureza, como
também pelos riscos que oferecem a salde de seus hospedeiros. Poucas pesquisas, porém, investigam amplo
painel parasitario e a influéncia de infeccdes na salde de animais selvagens. Aqui, investigamos 20
microparasitos em carnivoros que habitam a natureza por meio de provas indiretas (RIFI, ELISA, SAM, AAT e
FAVN) e diretas (moleculares e parasitolégicas), selecionados por terem potencial patogénico para animais
silvestres, domésticos e/ou para ser humano. Paralelamente, avaliamos aspectos clinicos, escore corporal,
hematdcrito e 13 pardmetros bioguimicos. Para tanto, 13 jaguatiricas (Leopardus pardalis) e 12 cachorros-do-
mato (Cerdocyon thous) foram capturados em mosaico de lavouras de arroz, pastagem e mata nativa no
Pantanal de Miranda, Brasil. Detectamos 14 microparasitos, sendo nove protozoarios, quatro bactérias e um
virus. Todos os animais capturados foram positivos para pelo dois microparasitos. A taxa de coinfeccdo variou
de dois a nove, sendo jaguatiricas mais afetadas que cachorros-do-mato, com médias de 6,8 (£1,5) e 4,3 (£1,4),
respectivamente. Relatamos Rangelia vitalli pela primeira vez em vertebrados no Pantanal e Crithidia mellificae
em carnivoros. 18 animais apresentaram altera¢gfes clinicas e/ou laboratoriais, especialmente jaguatiricas.
Destacamos uma alta soroprevaléncia de Leptospira, com altos titulos sorolégicos (até 6.400), indicando ciclo
ativo da bactéria na regi&o, e discutimos esses resultados sob 6tica da Satde Unica. Detectamos 17 sorovares,
sendo a primeira descricdo de Cynopteri, Butembo e Bataviae em carnivoros de vida livre no Brasil e de
Autumnalis e Copenhageni em jaguatiricas. Os sorovares infectantes mais prevalentes indicam sobreposicao
com o ciclo bovino na area. Os resultados gerais deste trabalho podem estar relacionados a continua exposicao
dos animais a agroquimicos, dado seu efeito imunossupressor. Com a liberacdo de diversos compostos no
Brasil em 2019, € imperativa a ampliacédo de investigacdes a respeito de seus impactos na saude silvestre.

Palavras chave: Coinfecdo, Carnivora, agricultura, Leptospira, salde Unica.
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Serological and molecular profile of 20 parasites and clinical evaluation of ocelots
(Leopardus pardalis) and crab-eating fox (Cerdocyon thous) in an agroecosystem in
Pantanal of Miranda, Brazil

Laiza de Queiroz Viana Braga

Master dissertation in Ecology and Environmental Monitoring

ABSTRACT

Investigating parasites in wildlife fauna is important for understanding how they remain present in the wild as
for the risks they pose to the health of their hosts, especially when they can also infect domestic animals and
humans. However, just a few researches have worked involving a wide parasitic panel and the infeccion’s
influence on the health of wild animals. Here, we investigated 20 parasites in carnivores through indirect (IFAT,
ELISA, MAT, AAT and FAVN) and direct (molecular and parasitological) tests, selected by their pathogenic
potential for wild and domestic animals and/or human. In parallel, we evaluated clinical aspects, body conditions,
hematocrit and 13 biochemical parameters. For this purpose, 13 ocelots (Leopardus pardalis) and 12 crab-
eating fox (Cerdocyon thous) were captured in a mosaic composed by rice fields, pasture and native forest in
the Pantanal of Miranda, Brazil. We detected 14 parasites: seven transmitted by ticks, four trypanosomatids,
Toxoplasma gondii, Leptospira and rabie virus, of which eight showned a higher than 50% prevalence. The
coinfection rate per individual oscilated between two and nine parasites. We describe the first report of Rangelia
vitalli in vertebrates in the Pantanal and Crithidia mellificae in carnivores. 18 animals showed clinical and/or
laboratory aspects alterations. Ocelots were more parasitized and more affected in clinical and laboratory
aspects than crab-eating foxes. We highlight the Leptospira’s serum prevalence and the high titers (up to 6,400),
indicating active cycle. We detected 17 serovars, being the first description of Cynopteri, Butembo and Bataviae
in free-living carnivores in Brazil and Autumnalis and Copenhageni in ocelots. The most prevalent infective
serovars indicate superposition with the parasite bovine cycle. We discuss Leptospira in the area from One
Health’s perspective. The work results may be related to the animals continuous exposure to agrochemicals,
due to its immunosuppressive effect. With the release of several compounds in Brazil in 2019, it's imperative to
expand research about their impacts on wildlife.

Keywords: Coinfeccion, agriculture, Leptospira, health.
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INTRODUGCAO GERAL

Parasitos constituem um grupo com grande diversidade de espécies, subdivididas em macro e
microparasitos. De acordo com a classificacao utilizada por Lindenfors et al. (2007), compdem o grupo de
macroparasitos os helmintos e artropodes, e o grupo de microparasitos, virus, bactérias, protozoarios e fungos.
Dada a ampla quantidade de parasitos j& conhecidos, torna-se impraticavel investigar todas as possibilidades
de infeccdo em uma populacdo. Dessa forma, na medicina veterinaria de animais silvestres torna-se
fundamental eleger quais grupos parasitarios sao de diagndstico prioritario. Tal escolha deve considerar o foco

do trabalho, como conservacéo da biodiversidade, salude publica e/ou economia.

Incluir multiplos parasitos no painel investigativo de uma populagdo-alvo é de grande relevancia ndo
s6 pela grande diversidade do grupo, mas também devido as coinfec¢des serem mais comuns que infeccdes
simples na fauna silvestre. Embora mais complexa, essa abordagem possibilita considerar o efeito da
comunidade de parasitos sobre um hospedeiro, e ndo apenas a simples rela¢édo parasito-hospedeiro (Serrano
e Milldn 2014). Nesse sentido, vale ressaltar também que tais interacbes podem ser sinergéticas ou
antagonicas (Pedersen e Fenton 2007), com fatores como imunodebilidade atuando como potencializadores

de doenca clinica no hospedeiro (Telfer et al. 2010, Jansen et al. 2018).

Utilizar diferentes provas diagnésticas também auxilia tal compreensao, visto que, para determinados
parasitos, provas diferentes oferecem respostas epidemiolédgicas distintas, como exposigdo prévia, infecgao
subpatente, criptica ou ativa ou mesmo viabilidade do parasito no hospedeiro (Jansen et al. 2018, Santos et
al. 2019). Além disso, auxilia ha compreensao das estratégias de manutencdo de parasitos no ambiente. Essa
abordagem de parasitos multiplos e com distintos testes também reduz falso-positivos por reagéo cruzada ao
se correlacionar os resultados.

A emergéncia de doencas é favorecida por perturbacfes ecolégicas em grande escala, que
impulsionam a mudanga de hospedeiros por parasitos generalistas (Frankel et al. 2015). A maioria desses
parasitos tem origem infecciosa (Munson 2000), muitos possuindo potencial zoonoético, sendo responsaveis
por 60% das parasitoses em humanos (Taylor et al. 2001). Nesse contexto, carnivoros sdo hospedeiros
reservatérios para algumas delas (Ashford 2000, Leighton e Kiuken 2001, Dantas-Torres 2007, Beck et al.
2008, Rocha 2013). Quando capazes de manter a infeccdo por um determinado parasito, sdo considerados
reservatérios mantenedores; ja quando apresentam um perfil de infeccdo que favorece a transmissao,
reservatérios amplificadores (Roque e Jansen 2014). Tais caracteristicas, porém, sdo dinamicas, com
hospedeiros mantenedores podendo se tornar amplificadores em situa¢gfes de imunossupressao e estresse
(Rocha 2013).

E importante avaliar a prevaléncia de parasitos no contexto das caracteristicas bidticas e abidticas
locais (Jennelle et al. 2007). PrevisGes para o agronegécio no Brasil apontam para expansao de fronteiras
agricolas em mais de 10 milhdes de hectares nos préoximos 10 anos (Brasil 2019a). Nesses cenarios, a
modificacdo da paisagem nativa geralmente esta acompanhada do uso de agroquimicos para aumentar a
produtividade agricola, bem como de maior proximidade da fauna silvestre a animais domésticos,
especialmente devido a pecuaria. Esses aspectos influenciam na dinamica dos parasitos em uma area, visto

0 potencial imunodepressor de agroquimicos ja comprovado para algumas espécies (Christin et al. 2004) e a



relacdo das parasitoses de animais silvestres e animais de producdo (Bengis et al. 2002). De acordo com
Jansen et al. (2018), imunossupresséo e coinfec¢cbes podem aumentar parasitemia e, consequentemente, a
possibilidade de transmissao e a prevaléncia de parasitos em uma area.

A area de estudo deste trabalho se apresenta como um mosaico de lavouras de cultivo de arroz
irrigado, soja e milho e areas de pastagem para gado inserido em matriz de vegetacdo nativa de pantanal e
cerrado. Para o cultivo do arroz, canais de irrigacdo foram construidos, havendo grande disponibilidade de
agua também durante o periodo de seca caracteristico do pantanal (Soriano 1996). Na regido, o registro
mamiferos por armadilhamento fotografico nos quadros de arroz, em 2018, foi superior que nas demais areas,
sendo Carnivora a segunda ordem mais registrada, sugerindo que o cultivo de arroz fornece recurso alimentar
e hidrico ndo s6 para herbivoros como, por cascata tréfica, seus predados (Andressa Fraga, dados nao

publicados).

No Brasil, a ordem Carnivora € constituida por 33 espécies (Paglia et al. 2012), com 15 delas ocorrendo
na area de estudo (Andressa Fraga, dados nao publicados), entre animais de médio e grande porte — com
peso médio variando entre dois e 20 kg e mais de 20 kg, respectivamente (IUCN 1996, Conner e Morris 2015).
Carnivoros possuem grande importancia ecologica por regularem populacdes de suas presas naturais,
influenciando toda a dindmica do ecossistema em que vivem por serem predadores nas teias alimentares
(Cheida et al. 2011). De forma geral, possuem amplas areas de vida e grande longevidade, sendo expostos a
grande quantidade de poluentes e parasitos (Mohr e Stumpf, 1964, Lindenfors et al. 2007). Dessa forma, esses
animais séo considerados bons indicadores da salde do ambiente dado seu potencial bioacumulador (Rocha
et al. 2013; May-Junior et al. 2017). Suas principais ameacas sdo a supressado de vegetacdo nativa,
construcdes de estradas e hidrelétricas e mineracdo (Beisegel 2017), caca (Carvalho-Jr e Morato 2013),
reducdo ou total destruicdo de habitats (Ripple et al. 2014) e agentes infecciosos (Whiteman 2007; Jorge et al.
2010).

Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi investigar microparasitos de forma associada a condi¢des de
saude em carnivoros em um mosaico de lavouras de arroz, de pastagem e de mata nativa de pantanal e
cerrado. Elegemos carnivoros de médio porte para essa avaliagéo visto que sdo bons indicadores de aspectos
sanitarios em uma area. Entre os parasitos selecionados, demos destaque a Leptospira spp. por sua relagédo
a cultivos de arroz irrigado ja descrita em outros agrossistemas (Valantin-Morison et al. 2011, Frankel et al.

2015; Amaral 2016). Apresentamos os resultados em dois capitulos:

1) Infec¢Bes multiplas e o estado de salde de carnivoros silvestres em ec6tono de Pantanal e
Cerrado: investigacdo em um agroecossistema brasileiro;

2) Alta prevaléncia de Leptospira spp. em Leopardus pardalis e Cerdocyon thous (Carnivora) de
vida livre em area de agroecossistema no Pantanal de Miranda.
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Capitulo 1

InfeccBes multiplas e o estado de sadde de carnivoros silvestres em ecétono de Pantanal e Cerrado:
investigacdo em um agroecossistema brasileiro
Manuscrito a ser submetido para International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife

Resumo

Investigar parasitos em animais silvestres, além de auxiliar a compreensao de como se mantém na natureza,
auxilia na compreenséao dos riscos que podem oferecer a satude de seus hospedeiros, especialmente em casos
de coinfecgbes. Ainda, quando generalistas, podem comprometer animais de producdo e humanos que
habitam areas em comum. S&o escassos, porém, trabalhos que investigam parasitos e a influéncia das
infeccdes no estado de salde na fauna silvestre em agroecossistemas do Brasil. Neste estudo, investigamos
a ocorréncia de 20 parasitos em carnivoros silvestres em mosaico de lavoura de arroz, pastagem e mata nativa
de Pantanal e Cerrado no Brasil, com 13 jaguatiricas (Leopardus pardalis) e 12 cachorros-do-mato (Cerdocyon
thous) amostrados. Realizamos provas indiretas por sorologia para 10 parasitos e provas diretas por teste
molecular para 10 e cultura para uma familia. Também avaliamos as condi¢des de salude e aspectos
hematoldgicos (hematdcrito e 13 parémetros bioquimicos) dos animais. O total de 14 parasitos foram
detectados em pelo menos uma das provas realizadas, sendo nove protozoarios, quatro bactérias e um virus.
Todos os animais capturados foram positivos para pelo menos um microparasito. A taxa de coinfecc¢do variou
de dois a nove, com 84% dos animais infectados com pelo menos trés parasitos. As jaguatiricas apresentaram
maiores taxas de coinfec¢do que os cachorros-do-mato, com médias por espécie de 6,8 (+1,5) e 4,3 (x1,4)
microparasitos, respectivamente. Destacamos os resultados de Leptospira e do virus rdbico devido a
importancia que possuem para saude publica e economia, bem como a primeira descricdo de Crithidia
mellificae em carnivoros e de Rangelia vitalli em vertebrados no Pantanal. Jaguatiricas foram mais parasitadas,
especialmente por parasitos transmitidos por carrapatos, e mais afetadas nos aspectos clinicos e laboratoriais
gue cachorros-do-mato. Esse estudo mostra a importancia de se considerar os efeitos da comunidade de
parasitos em um hospedeiro, e apresenta altas taxas de coinfec¢éo e baixas condi¢es de saude dos animais.
E possivel que as altas prevaléncias e a baixa condicéo de salde estejam relacionadas & alta exposicéo a
agroquimicos na area de estudo, dado seu conhecido efeito imunossupressor. Com a liberagdo de diversos
compostos no Brasil em 2019, é imperativa a ampliacdo de investigacdes a respeito de seus impactos na saude
silvestre.

Palavras-chave: Leopardus pardalis; Cerdocyon thous; hemoparasitos; sorologia; diagndstico molecular.

1. Introducéo

A investigacao de parasitos em animais silvestres € importante tanto por auxiliar a compreenséo das
estratégias para manutencdo de seus ciclos, como pelo potencial que possuem de prejudicar a saude dos
hospedeiros. Na fauna silvestre, parasitos podem afetar animais de producao, causando prejuizos a economia,
e ao ser humano, especialmente porque cerca de 60% desses parasitos tém origem zoonética (Funk et al.
2001; Taylor et al. 2001; Junqueira e Alfieri 2006; Jorge et al. 2010). Neste trabalho, consideramos a
classificacéo utilizada por Lindenfors et al. (2007), que subdivide parasitos em macroparasitos (helmintos e

artrépodes) e microparasitos (virus, bactérias, protozoarios e fungos).

No hospedeiro, as interacdes entre parasitos podem ser antagonistas ou benéficas para pelo menos
um deles (Pedersen e Fenton 2007), seja por competicdo por recursos ou devido a debilidades imunolégicas
(Graham 2008). Em muitos casos, a susceptibilidade a outras infeccées aumenta por infecgbes prévias (Telfer
et al. 2010). Na fauna silvestre, coinfec¢ces sdo muito mais frequentes que infec¢des simples (Bordes e Morand

2011), e a riqueza de parasitos geralmente é influenciada por fatores ecoldgicos, a exemplo da densidade



populacional (Lindenfors et al. 2007). Além disso, fator como uso de agroquimicos em uma area também pode
influenciar a relagdo parasito-hospedeiro dado seu potencial imunossupressor ja descrito para algumas
espécies (Christin et al. 2004).

Os biomas Pantanal e Cerrado, apesar de se destacarem por suas ricas biodiversidades, tém sido
bastante impactados pelo agronegécio no Brasil, tendo apenas 5% e 9% de suas areas, respectivamente,
protegidas como Unidades de Conservacgéo (Brasil 2018). Os agrossistemas podem diferir pelo tipo e manejo
dos cultivos, pela oferta de recursos alimentar, hidrico e de abrigo para a fauna silvestre, além da proximidade
ou ndo a mata nativa (Valantin-Morison et al. 2011). Ainda que alguns agroecossistemas paregam favorecer a
persisténcia de espécies silvestres, avaliar o aspecto sanitario dessa fauna é importante especialmente porque

paisagens alteradas beneficiam a persisténcia, também, de parasitos (Frankel et al. 2015).

Nesse sentido, carnivoros sdo bons objetos de estudo, devido as suas amplas areas de vida e
longevidade, aumentando a exposicéo a distintos agentes infecciosos (Mohr e Stumpf, 1964; Lindenfors et al.
2007); ao potencial bioacumulador de parasitos generalistas que sdo transmitidos por via oral (Rocha et al.
2013); e a possibilidade de coletar volume suficiente de amostras para diferentes provas de diagndstico,
atendendo a investigacéo de mdltiplos parasitos (Halliday et al. 2007; Aguirre et al. 2009; Millan et al. 2014).

Considerando o cenario de agroecossistemas no Brasil e que carnivoros sdo bons indicadores de
aspectos sanitarios em uma area, o objetivo deste trabalho foi investigar como carnivoros de médio porte estao
reagindo as condi¢Bes ambientais em um mosaico de lavouras de arroz e pastagem inserido em matriz de
mata nativa de pantanal e cerrado brasileiros, a partir do levantamento de microparasitos e da avaliacdo de

suas condicfes de saude.
2. Material e Métodos
2.1 Area de Estudo

O Pantanal, localizado no Brasil, Paraguai e Bolivia, é caracterizado por ser a maior planicie alagavel
do mundo e por sua rica biodiversidade de fauna e flora. De cerca de 15.035.500 ha, possui 60% de sua area
em territorio brasileiro e é dividido em 11 sub-regifes de acordo com caracteristicas ambientais (Silva e Abdon
1998). Ja o Cerrado, segundo maior bioma brasileiro, com 203.199.000 ha, caracteriza-se por ser a savana
mais extensa da América do Sul e por ser hotspot da biodiversidade global (Sano et al. 2010). Em uma area
de eco6tono de Pantanal e Cerrado, no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, localiza-se o Pantanal de Miranda.
Essa sub-regido apresenta fitofisionomia de cerraddo, cerrado, mata semidecidua e campo seco (Silva et al.
2000), possui estacdes de seca (abril a setembro) e cheia (outubro a marco) bem definidas (Soriano 1996),
precipitacdo média de 1520 mm/ano e temperatura variando entre 3°C e 46°C.

A é&rea de estudo, um mosaico de vegetacao nativa, de lavouras, de pastagens e de floresta plantada
de eucalipto (Eucalyptos globulus), € uma propriedade particular de 8.970 ha inserida no Pantanal de Miranda
(20°05’ S, 56°36’ W), tendo o Rio Miranda, a BR 262 e outras propriedades particulares como limites (Fig. 1,

2). Desde 1984, desenvolve-se cultivo de arroz irrigado na regido, para o qual se destina cerca de 3.200 ha. A



producédo € intensamente manejada e ocorre de acordo com o periodo chuvoso, de modo a aproveitar a agua
dos rios, com canais de irrigacéo que totalizam 13 km de extensdo. Parte dos campos de lavoura é alternada
para cultivo também de soja e milho. Visando otimizar a producéo, realiza-se aeropulverizacéo de agroquimicos
como o glifosato e utilizam-se maquinarios terrestres e de controle hidrico, manipulados por funcionéarios
diariamente. Para pecuaria, sao destinados cerca de 2.100 ha, com criagcao de mais de 2.000 cabecgas de gado
e 100 equinos, e, para floresta de eucalipto, destina-se cerca de 70 ha. A localidade é conhecida e muito
procurada para ecoturismo devido aos avistamentos de animais silvestres em meio as areas de agropecuaria,
como mamiferos das Ordens Carnivora, Rodentia e Artiodactlya (Teribele 2007), além de diversas espécies de
aves (Concone 2004), recebendo média de 5.000 pessoas por ano. A criacdo de animais domésticos de

estimacdo, como cées e gatos, é proibida, sendo eventualmente avistados nos limites da fazenda.

Legenda
Brasil
Biomas

| Cerrado

- Pantanal
A Area de estudo

Lavouras de arroz
A/ Limites da drea de estudo

Figura 1: Mapa de local de amostragem de jaguatirica (Leopardus pardalis) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
evidenciando o continuo de vegetac&o nativa acima dos limites da propriedade e a extensao das areas construidas,
em area de ecétono de Pantanal e Cerrado, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2 Captura

As capturas ocorreram entre agosto e dezembro de 2018, com esforco de 541 armadilhas-noite.
Utilizamos armadilhas do tipo caixa armada de ferro (150x60x60cm e 115x53x58cm) para carnivoros de médio
porte, iscadas com coxa de frango e bacon aquecido e/ou sardinha enlatada, dispostas nos diferentes
ambientes da fazenda. Calculamos o sucesso de captura de animais da Ordem Carnivora e das espécies-alvo
por meio da féormula: ndmero de individuos capturados*100/armadilhas-noite (Roque et al. 2008).
Anestesiamos os animais com Zoletil 50® (8 mg/kg) ou com associacdo de quetamina 15 mg/kg, xilazina

0,7mg/kg e midazolan 0,5 mg/kg, usando ioimbina como reversor, quando necessario.
2.3 Manejo e coleta de amostras

Durante a anestesia, realizamos procedimentos de marcacao com brinco de identificacdo, biometria,
pesagem, determinacdo do sexo e faixa etaria a partir da erupgao e desgaste dentarios, porte e peso (Olifiers
et al. 2010), exame clinico e coleta de sangue, urina e ectoparasitos. Parametros vitais foram aferidos a cada
10 minutos. Os procedimentos duraram média de 50 minutos e foram conduzidos por veterinéria devidamente
registrada com autorizagéo do 6rgéo brasileiro competente (ICMBio/SISBIO 31895) e do Comité de Etica e
Uso Animal da Universidade Federal da Paraiba (7478200418 - ID 000109). Técnicas de biosseguranca e



equipamentos de protecao individual foram utilizados durante manejo dos animais e manipulagdo das amostras
biologicas (Sikes 2011). Todos os animais foram liberados no mesmo local de captura apds completa
recuperacao anestésica.

Figura 2: A-D) Mosaico de paisagens em agroecossistema em ecétono de Pantanal e Cerrado, Mato Grosso do
Sul, Brasil - A) Vegetagéo nativa em periodo chuvoso, B) Lavoura de cultivo de arroz irrigado, C) Pasto para
pecuaria, D) Floresta plantada de eucalipto (Eucalyptos globulus); E) Aeropulverizagdo de agroquimicos em
lavouras de arroz; F) Leopardus pardalis predando roedor n&o identificado em lavoura de arroz.

No exame clinico, avaliamos hidratagdo, coloracdo das mucosas, pelagem, presenca de lesbes e de
ectoparasitos, denticdo e aspectos reprodutivos (glandulas mamarias, vulva e bolsa escrotal). As amostras de
sangue foram colhidas por puncéo das veias cefalica ou jugular em tubos com anticoagulante para andlise
molecular e parasitolégica e sem anticoagulante para teste sorolégico e determinacdo de parametros
bioquimicos a partir do soro, obtido por centrifugacéo a 1.300 xg por 15 minutos. Aliquotas de sangue total e
soro foram mantidas congeladas a -20°C até andlises posteriores. Também coletamos urina de canideos
machos, jovens e adultos, por sonda uretral, para urinlise.



2.4 Andlises laboratoriais

Avaliamos a ocorréncia de pelo menos 20 microparasitos por meio de métodos diretos (moleculares e
parasitolégicos) e/ou indiretos (soroldgicos) (Tabela 1). Os parasitos foram selecionados considerando seu
potencial zoondtico e risco para saude humana, importadncia para a conservacdo da diversidade e/ou pela
capacidade de infectar também animais de pecuaria, especialmente os transmitidos por ectoparasitos.

Tabela I: Sumario dos testes utilizados para deteccdo de hemoparasitos em Leopardus pardalis e Cerdocyon thous

silvestres capturados em 2018 em mosaico de lavouras de arroz, pastagens e area preservada no Pantanal de Miranda,
Brasil, com detalhamento das amostras, genes-alvo e primers quando realizada prova molecular, valores de corte quando

realizada prova sorolégica e meio de cultura em prova parasitolégica.

Parasito Gene-alvo e primers (PCR); Fabricante /
(Ordem, familia, Amostra  Teste ponto de corte (sorologia); R ;
A P ; eferencia
género ou espécie) e meios (cultura)
Anaplasmataceae ST cPCR 16s rRNA. EHR16SD, EHR16SR Inokuma et al. 2000
Anaplasma spp. ST cPCR2  16S rRNA. gE3a, gE10r, gESf, gE2r Massung et al. 1998
A. phagocytophilum Soro RIFI =264 IMUNOTEST®
Erlichia spp. ST cPCR2  dsh. Dsb330, dsb728 Doyle et al. 2005
) ELISAP 0,305 Machado et al. 1997
E. canis Soro
RIFIc 264 IMUNOTEST®
18s rRNA. hep900, hep300 Ujvari et al. 2004
Hepatozoon spp. ST cPCR .
18s RNA. hemol, hemo?2 Perkins e Keller 2001
16S rRNA. Myco16S-322s, .
Mycoplasma spp. ST cPCR HemMycop16S-1420as Maggi et al. 2013
Piroplasmida
Babesia spp. 18S rRNA i
Theileria spp. ST cPCR BTF1 BTI.?l BTF2 BTR2 Jefferies et al. 2007
Rangelia spp. ' ' '
Cytauxzoon sp.
Cytauxzoon felis ST cPCR¢  18S rRNA. Cy-F, Cy-R Birkenheuer et al. 2006
. . IMUNODOT
b ’
Babesia vogeli Soro ELISA 0,275 Diagnosticos Ltda®
ST Cultura  NNN/LIT (Novy-MacNeal-Nicolle/liver) Santos et al. 2018
Trypanosomatidae 18s. rRNA. TRY927F, TRY927R,
ST cPCR SSUS61F, SSUS61R Noyes et al. 1999
Trypanosoma cruzi ST cPCRY 248 a rRNA. D71, D72 Souto e Zingales 1993
. ST cPCRY  DNA satélite. TBR1, TBR2 Masiga et al. 1992
Trypanosoma evansi
Soro RIFI 240 (Alves et al. 2011) IMUNOTEST®
Leishmania infantum Soro RIFI 240 (Bezerra et al. 2019) IMUNOTEST®
. Galton et al. 1965;
Leptospira Soro SAM =100 Cole et al. 1973
Toxoplasma gondii Soro RIFI 240 IMUNOTEST®
Neospora caninum ST RIFI 225 (André et al. 2010a) IMUNOTEST®
Brucella abortus Soro AAT Amostra 1119-3 Brasil 2006
Bartonella spp. ST gPCR nuoG. F-Bart, R-Bart, TexasRed André et al. 2016
Lyssavirus (Raiva) Soro FAVN 20,1 Cliquet et al. 1998
Lentivirus (FIV) ST cPCR Pol, P1F, P2R, P2F, P1R Troyer et al., 2005
Gammaretrovirus (FeLV) ST cPCR U3(LTR)-gag, U3-F(1) /G-R(1) and Us- Miyazawa e Jarret 1997

F(2)/G-R(2)

ST, sangue total; PCR, Reagcdo em Cadeia da Polimerase (c-PCR convencional; g-PCR em tempo real); RIFI, Reag&o de
Imunofluorescéncia Indireta; ELISA, Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica; FAVN, Neutralizagdo do virus por Anticorpo
fluorescente; AAT, Antigeno Acidificado Tamponado; SAM, Teste de Soroaglutinacdo Microscopica, pela qual foram
testados 34 sorovares. FIV, Virus da Imunodeficiéncia Felina; FelLV, Virus da Leucemia Felina. @ Testadas amostras
positivas no teste para a Familia Anaplasmataceae; ? Testadas amostras de C. thous; ¢ Testadas amostras de L. pardalis; 9
Testadas amostras positivas no teste para a Familia Trypanosomatidae



Para as PCRs, realizamos extracdo do DNA com QlAamp DNA Blood kit (QIAGEN®) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Qualidade e concentracdo do DNA foram mensuradas usando razdo de
absorbancia de 260/280nm (Nanodrop®, Thermo Fisher Scientific). Realizamos PCR de controle interno para
confirmar presenca de DNA amplifichAvel nas amostras a partir do gene endégeno de mamiferos GAPDH
(Birkenheuer et al. 2003). As amostras amplificaram o produto previsto para o GAPDH e apresentaram

concentracdo de DNA que indica sucesso na extracdo, sendo todas incluidas nas andlises moleculares.

Em relacéo aos testes sorolégicos, utilizamos conjugado anti-cdo para C. thous e anti-gato para L.
pardalis para Ensaio de Imunoabsorgédo Enzimatica (ELISA) e para Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) (de Sousa et al. 2017a; Tolentino et al. 2019). Os valores de corte para os testes ELISA foram
calculados pela multiplicacdo dos valores de absorbancia (VA) dos controles negativos por 2,5.
Consideramos positivas na (RIFI) e no Teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) as amostras que
apresentaram pelo menos 50% de fluorescéncia e de aglutinagdo do campo 6ptico, respectivamente. Para
estes dois testes, realizamos diluicao seriada na razdo de dois das amostras positivas para obtencéo do titulo
final (T). Para o Teste de Neutralizagdo de Virus por Anticorpo Fluorescente (FAVN), foram considerados
positivos 0s pogos com pelo menos uma célula fluorescente. Calculamos o valor de T a partir da leitura de
placa de diluicdes e aplicacdo de férmula de Spearman-Kéarber. Controles positivos e negativos foram
oriundos de animais testados previamente. Para Brucella spp. seriam positivas amostras com presenca de
grumos a leitura em caixa de leitura com luz indireta.

Para teste parasitologico, semeamos, em duplicata, amostras de sangue total em meio de cultura para
Tripanosomatideos, mantidos a temperatura ambiente (~28°C) até posterior avaliagdo em microscépio 6ptico.
As hemoculturas positivas foram isoladas para caracterizacdo molecular, conforme realizado por Rangel et al.
(2019), no Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos, Instituto Oswaldo Cruz (Ana Maria Jansen).

A fim de reduzir a possibilidade de resultados falso-positivos nos testes soroldgicos e aumentar a
especificidade do resultado, quando um individuo foi reagente para Trypanosoma evansi e Leishmania
infantum, consideramos positivo apenas para o parasito com maior titulo. Para Hepatozoon spp., consideramos
positivos 0s animais reagentes em pelo menos um dos protocolos empregados.

Consideramos positivos a nivel de ordem e familia apenas animais reagentes nesses protocolos
moleculares e que nao foram positivos a nivel de espécie ou género.

Para os parametros bioguimicos, determinamos as concentragdes séricas de ureia, creatinina,
albumina, fosfatase alcalina (FA), aspartato transaminase (AST), creatina-quinase (CK e fragdo CK-MB) e
lactato desidrogenase (LDH) por analise em espectrofotbmetro BRASMED® com os kits Biotech® e Gold®.
Determinamos concentracdes de proteinas plasméticas totais (PPT) por refratbmetro. Valores de glicose,
colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL) e triglicerideos foram estabelecidos por método
enzimatico-colorimétrico com kit comercial Analisa®. Comparamos os resultados obtidos com valores
publicados para as mesmas espécies em vida livre, ou com valores de individuos mantidos em cativeiro ou
de carnivoros domeésticos, quando necessario.

As analises foram realizadas no Laboratério Insana-Una da Universidade Catdlica Dom Bosco;
Laboratério de Imunoparasitologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (Jaboticabal); Laboratério
de Zoonoses Bacterianas da Universidade de Sédo Paulo; Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos da

Fundacéo Oswaldo Cruz; Laboratorio de Diagnoéstico de Zoonoses e Doengas Transmitidas por Vetores do

10



Centro de Controle de Zoonoses de S&o Paulo.
Também realizamos exame quimico da urina por meio de tiras reagentes para avaliar presenga de
leucdcitos, nitrito, urobilinogénio, proteina, pH, sangue oculto, densidade, corpos cetdnicos, bilirrubina e

glicose. Utilizamos dados de cdes domésticos como valores comparativos (Mattoso et al. 2012).

2.5 Andlises estatisticas

Avaliamos frequéncia dos microparasitos positivos por meio de estatistica descritiva. Microparasitos
gue tiveram tanto L. pardalis como C. thous positivos tiveram frequéncias comparadas pelo Teste de Fischer
(nivel de significAncia de 95%). Quando P<0,05, consideramos que havia diferenga significativa entre as
espécies. Calculamos taxa de coinfeccdo (TC) por individuo a partir do nimero de microparasitos que foi
positivo de acordo com os critérios estabelecidos. Avaliamos a TC média (xdesvio padrédo) para cada espécie.

Realizamos andlise gréafica para comparar as taxas de coinfecgdo entre as espécies.

Calculamos o indice de escore corporal (ICC) por meio de analise dos residuos de regressao linear
ordinaria entre peso (g) e comprimento de cabeca-corpo (mm) (Olifiers et al. 2015), considerando ICC
satisfatorio quando valor positivo, e baixo ICC quando valor negativo. Ndo analisamos machos e fémeas
separadamente devido as limitagdes do tamanho amostral. Os valores de juvenis se ajustaram na reta (R2=0,80
para C. thous e R2=0,71 para L. pardalis) e por isso foram incluidos nas andlises. Gestantes e lactantes,
contudo, foram excluidas pois tais condicdes podem afetar o escore corporal independente da taxa de

coinfecgéo.

3. Resultados

Capturamos 13 jaguatiricas e 12 cachorros-mato, com sucesso de captura total de 5,7%, sendo 3%
para jaguatiricas e 2,7% para cachorros-do-mato. Em relacéo a condigéo reprodutiva, uma jaguatirica estava

prenhe, e uma fémea de cachorro-do-mato, lactante (Tabela Il).

Entre as jaguatiricas, 10 apresentaram alterac¢des clinicas, sendo desidrata¢@o e mucosas hipocoradas
0s sinais mais ocorrentes (8/13, 61,5%). Como particularidades, uma fémea apresentou fratura antiga em
cauda; outra, abscesso em membro posterior; e outra, inchaco em membro posterior, com evidente assimetria
entre ambos. Apenas um individuo apresentou ectoparasitos, com baixa infestacdo. Em relacdo ao ICC, sete
animais foram classificados como magros. Vale destacar que trés individuos (LVB 04, 05 e 07) com ICC
satisfatdrio foram considerados magros ao exame clinico, sendo um deles considerado o mais debilitado por
apresentar também pelagem opaca e fraturas dentarias (LVB 05). Pelas demais caracteristicas da denticéo,

esse animal foi considerado o mais senil da amostragem.

Quanto aos cachorros-do-mato, um individuo apresentou fezes diarreicas em ampola retal e linfonodo
popliteo ingurgitado (LVB 10), e outro, sinais de desidratacdo e mucosas hipocoradas (LVB 17). Destacamos
a ocorréncia de carrapatos, acometendo 83% dos animais, com infestagdo média a alta em sua maioria. Em

relacéo ao indice de condicéo corporal, sete animais apresentaram valores negativos, indicando baixo ICC.
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Tabela II: Identificacdo (ID), sexo, faixa etaria, medidas biométricas, escore corporal e avaliagdo fisica de jaguatirica
(Leopardus pardalis) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) capturados entre agosto e dezembro de 2018 em area de
agroecossistema no Pantanal de Miranda, Brasil.

Jaguatirica (Leopardus pardalis) (n=13)

ID 06 07 09 14 22 04 05 11 16 18 20 21 23
Sexo M M M M M F F F F F F F F
Faixa etaria 2 A A A A A A A A A A A A J
Peso (kg) 11,8 100 113 135 12,8 9,2 8,0 111 10,2 10,5 11,4 7,4 55

Comprimento

cabeca-corpo (cm)
Escore corporal -0,893 0,245 1,974 -0,074 0,166 1,310 0,768 -1,785 -1,028 -0,106 NR -0,194 -0,712
Avaliacao fisica © 1 3 %] 1 %] %] 2,3 1,3 1,3 1,3 346 1,3 1,3

850 845 950 930 920 865 810 795 800 845 875 755 680

Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (n=12)

ID 01 10 12 02 15 26 17 25 03 13 19 24
Sexo M M M M M M M M F F F F
Faixa etaria 2 A A A J J J F J A A J J
Peso (kg) 8,0 10,6 9,7 7,0 7.1 53 38 4,2 45 8,6 7.8 4,2

Comprimento
cabeca-corpo (mm)
Escore corporal b 0,403 -0,778 -0,320 2,598 -0,221 0,264 -0,919 -0,575 0,671 NR -0,614 -0,510
Avaliagéo fisica ¢ 6 6 6 %] 6 6 1,36 %] 6 5,6 6 6
aFaixa etaria: A- Adulto; J- Juvenil; F- Filhote
b Escore corporal: Valor do residuo regresséo linear ordinaria entre peso (g) e comprimento de cabeca e corpo (mm). NR:
Nao realizado devido as condi¢des reprodutivas
¢ Avaliacdo fisica: 1-Desidratacdo leve; 2-Desidratagdo moderada; 3-Mucosas hipocoradas; 4-Prenhe; 5-Lactante; 6-
Ectoparasitos; @- Auséncia de alterac¢des fisicas em exame clinico

810 8600 845 870 745 695 580 610 680 725 755 615

3.1 Avaliacao das infec¢des mdltiplas

Todos os animais capturados foram positivos para pelo menos um microparasito (Tabela lll). A taxa de
coinfecgdo variou de dois a nove, com 84% dos animais infectados com pelo menos trés parasitos. As
jaguatiricas apresentaram maiores taxas de coinfeccao que os cachorros-do-mato, com médias por espécie de

6,8 (¢1,5) e 4,3 (x1,4) microparasitos, respectivamente (Fig. 3).

10 -

[als L]
00
|
—

laal
N
1
—

O T 1

© Jaguatiricas  “"Cachorros-do-mato
Figura 3: Boxplot dos valores de taxas de coinfecgdo por individuos de jaguatirica (Leopardus pardalis) (n=13) e
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (n=12) amostrados em area de agroecossistema no Pantanal de Miranda, Brasil.
Os retangulos representam o intervalo interquartis, incluindo o valor da mediana (linha). Os extremos, os valores
maximos e minimos obtidos.
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Tabela Ill: Lista de microparasitos (Ordem, familia, género ou espécie) testados* em jaguatirica (Leopardus pardalis) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) em regido de agroecossistema no
Pantanal de Miranda, Brasil. As cores indicam positividade aos testes (azul: molecular; amarelo: sorolégico; cinza: parasitoldgico). x: resultado ndo considerado devido a positividade a nivel de
género ou espécie ou por possibilidade de reacéo cruzada; T: total; NR: ndo realizado.

Jaguatirica (Leopardus pardalis) (n=13) Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (n=12) 3
Parasitos ID 06 07 09 14 22 04 05 11 16 18 20 21 23 T 01 10 12 02 15 26 17 25 03 13 19 24 T ~
Anaplasmatacea x x 2 x x 2
Anaplasma 2 -2
Erlichia - 1 1
Erlichia canis - 4 4
Hepatozoon 13 11 24
Mycoplasma 12 2 14
Piroplasmida X X X X X X X X X X - X 2 2
Rangelia vitalli - 1 1
Cytauxzoon felis 10 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR - 10
Babesia vogeli NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR - 1 1
Trypanosomatidae x x x x x x x x x x - x x x 3 3
Trypanosoma cruzi 10 2 12
Trypanosoma evansi 1 -1
Leishmania infantum x 10 - 10
Crithidia mellificae 1 3 4
Leptospira 9 8 17
T. gondii 7 2 9
Lyssavirus 13 12 25
Taxa de coinfeccgéo 7 5 7 8 7 8 9 7 5 9 6 6 4 7 5 5 6 4 3 5 3 4 5 3 2

* Microparasitos testados para os quais nenhum animal foi reagente: Anaplasma phagocytophilum, Neospora caninum, Brucella abortus, Bartonella ssp., virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
virus da leucemia felina (FeLV).
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Dos 20 microparasitos testados, 14 foram detectados em pelo menos um dos animais amostrados.
Avaliamos o intervalo de titulos (T) e de valores de absorbancia (VA) obtidos quando realizados os testes
sorolégicos RIFI e ELISA, respectivamente. Entre os parasitos de maior ocorréncia, destacamos o virus da
raiva (T=0,1-0,5), Hepatozoon spp. (detec¢do molecular, DM) e Leptospira spp. (T=200-6400), acometendo
100%, 96% e 68% dos animais, respectivamente. Trés parasitos foram detectados apenas nas jaguatiricas,
sendo eles Anaplasma spp. (DM), T. evansi (T=320) e L. infantum (T=40-320, com 8/25 dos animais testados
apresentando T>80), além de C. felis (DM), s6 testado nessa espécie. Em contrapartida, os géneros Erlichia
(VA=0,36-0,67), Babesia (VA=0,30) e Rangelia (DM) foram detectados exclusivamente nos cachorros-do-mato.
Jaguatiricas foram significativamente mais acometidas por T. cruzi (p=0,004) e Mycoplasma spp. (p=0,0002)

gue cachorros-do-mato. T. gondii foi detectado em ambas as espécies.

Obtivemos isolamento do tripanosomatideo Crithidia mellificae por hemocultura em quatro individuos,
identificado a partir de sequenciamento do gene 24S. Quanto aos piroplasmideos, o sequenciamento indicou
similaridade a C. felis (99%) e R. vitalli (100%) para jaguatirica e cachorro-do-mato, respectivamente. Os

demais produtos apresentaram picos duplos em eletroferograma e néo foram incluidos na andlise.

Seis parasitos testaram negativo em todos os individuos, sendo eles Theileria, Bartonella, Brucella

abortus, Neospora caninum, virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV).
3.2 Avaliacéo bioquimica e hematdcrito

Entre os resultados bioquimicos, destacamos 7/13 jaguatiricas apresentando hipoproteinemia; 17/25
dos animais amostrados apresentando hipoalbuminemia, com valores entre 0,2 e 1,5 g/dL; e sugerimos
disfuncao renal para o individuo LVB 11 pelo alto valor de creatinina, e para os individuos LVB 14 e 23 pelos
valores moderadamente aumentados de creatinina associados a aumento de ureia (Tabela IV). Em relacao
aos valores de hematécrito, consideramos apenas o animal LVB 23 com valor discretamente reduzido, visto
gue filhotes e jovens apresentam fisiologicamente percentuais inferiores a adultos (Lourenco et al. 2012).
Valores de glicose, colesterol, lipoproteinas de alta densidade e triglicerideos foram apresentados de forma

descritiva por serem influenciados por dieta.
3.3 Avaliac&o urinaria

Apresentamos os resultados de urinalise de forma descritiva, tendo em vista que as alteracdes
verificadas podem ser decorrentes de estresse de captura (mioglobindria e proteindria) ou jejum prolongado
(cetonuria) (Garcia-Navarro 1996, Hendrix 2005) (Tabela V).
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Tabela IV: Hematécrito (Ht) e parametros bioquimicos avaliados em jaguatirica (Leopardus pardalis) e cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) em regido de agroecossistema no Pantanal de Miranda, Brasil. Os valores em negrito indicam os resultados
fora do intervalo de valores comparativos (VC) adotados.

Parametros bioquimicos

D Ht  Creat Ureia FA PPT Alb AST LDH CK CK-MB Glicose tggl HDL Triglic
(%) (mg/dL) (mg/dL) (UIL)  (g/dL)  (g/dL)  (UIL)  (UIVL)  (UWL)  (UIlL)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
06 35 0,5 42,4 11,6 7,7 2,3 88,1 476 2354 385,5 110 55 55,4 5
07 40 1,3 28,6 21,9 58 31 154,2 636 2198 995,3 72 65 52,8 26
09 35 1,7 30,8 22,2 8,0 0,3 41,4 547 314 168,4 76 46 43,1 8
14 37 31 15,8 54,3 6,2 11 157,2 997 3177 219,1 85 57 40,0 29
é 22 39 1,6 22,0 13,0 6,6 0,2 220,9 1101 7901  1640,8 116 92 51,6 14
S 04 38 11 28,6 17,2 7,5 2,0 139,6 2899 2217 12249 100 42 45,7 6
é 04 30 1,4 36,1 15,8 8,1 2,1 41,6 884 355 130,5 90 71 46,3 15
g 05 36 15 234 19,8 6,8 15 31,7 447 180 30,2 131 47 30,6 13
g, 1 37 1,6 55,9 19,6 8,2 0,3 65,4 1220 494 180,0 65 34 51,1 18
.§ 16 38 11 30,2 18,7 6,2 15 104,9 493 1666 233,3 95 55 37,9 37
g 18 34 0,7 101,1 23,8 9,8 1,8 66,7 190 1394 356,5 133 48 40,5 37
S 20 34 15 23,0 9,3 8,1 04 40,1 318 395 86,8 116 56 48,4 15
21 31 1,0 31,7 22,2 6,6 0,6 34,1 155 591 148,9 91 86 39,4 20
23 20 1,3 41,6 27,8 5,0 04 38,8 307 2567 541,4 167 87 53,2 17
vea 31- 05+% 31,7+ 274+ 89+ 25+ 919+ 3206+ 1461+ ) 148 + 270+ 120+ 49+
41t 0,12 4,42 6,82 1,32 0,2? 52,72 18772 854,77 411 5,02 3,02 3,12
01 42 0,7 12,6 25,5 4,3 0,9 156,1 94 2723 393,7 88 85 37,1 9
10 41 1,1 19,3 19,2 6,5 0,3 17,9 73 907 60,3 81 40 48,1 18
Tg\ 12 36 0,7 17,4 13,2 7,7 0,3 68,4 83 287 223,3 70 46 61,2 20
% 02 43 11 17,6 18,2 3,9 1,4 109,1 113 1510 539,1 56 46 42,7 8
% 15 43 15 15,5 15,4 5,6 2,9 57,6 359 187 113,6 133 43 33,3 29
§ 26 34 0,9 12,6 25,9 5,6 04 68,7 134 376 204,2 104 54 48,9 18
€ 17 3 0,7 12,7 77,2 5,8 1,7 42,0 102 1404 338,6 78 79 46,9 22
é 25 32 0,3 17,2 21,9 6,6 0,2 41,3 147 819 247,6 97 83 61,9 18
8 03 52 15 30,7 20,5 53 2,6 277,4 64 2070 708,1 51 39 38,9 19
g 13 43 0,3 10,9 42,8 6,1 19 109,5 910 1106 198,1 109 51 42,9 29
=
Q 19 44 1,1 49,0 52,5 6,2 0,3 53,4 64 295 198,9 89 71 53,3 43
© 24 33 0,5 14,4 31,3 6,0 0,3 50,9 213 447 256,6 76 83 59,8 39
o N BT R Sy G wmee W odmy B4 - aw

ID, numero de identificagdo individual; Creat, creatinina; FA, fosfatase alcalina; PPT, proteinas plasmaticas totais; Alb,
albumina; AST, aspartato transaminase; LDH, lactato desidrogenase; CK, creatinaquinase; CK-MB, creatinaquinase-MB; Col.
total, colesterol total; HDL, lipoproteinas de alta densidade; Triglic, triglicerideos. 2 Referéncias dos VC (média e desvio
padrdo): tAdania et al. 2014; 2Widmer et al. 2016; 3Viana 2003; ? Referéncias dos VC (valores minimo e maximo): *Gomes
2007; 5Moreira et al. 2009; May-Jr et al. 2009

Tabela V: Urindlise quimica realizada em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) machos capturados entre agosto e dezembro
de 2018 em mosaico de lavouras, pastagens e vegetacao nativa no Pantanal de Miranda, Brasil.

ID Leu Nit Uro Pro pH Blo SG Ket Bil Glu
01 0 0 0,2 +++ 7 +++ 1.020 5 + 0
10 0 0 0,2 + 7 0 1.020 0 0 0
12 0 0 0,2 + 7 0 1.015 5 0 0
15 0 0 0,2 + 6 + 1.015 0 0 0
vC? 0-7 0 0 Até + 5,0-7,5 0 1.015-1.045 0 Até + 0

ID-Numero de identificagdo individual; Leu-Leucdcitos; Nit-Nitrito; Uro-Urobilinogénio; Pro-Proteinas; Blo-Sangue; SG-
Densidade; Ket-Corpos cetbnicos; Bil-Bilirrubina; Glu-Glicose; VC-Valor comparativo. ! Bastos e Bicalho (2003)
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4. Discussao

Este trabalho avaliou a ocorréncia de 20 microparasitos concomitantemente em jaguatiricas e
cachorros-do-mato em regido de agroecossistema no Pantanal de Miranda por meio de testes soroldgicos,
parasitoldgicos e moleculares. Ainda, avaliamos a salde dos animais por meio da combinacgéo de observactes
clinicas, parametros bioquimicos, hematdcrito e indice de condicdo corporal. Encontramos altas taxas de
coinfecgdo, variando de dois a nove agentes por individuo, sendo as jaguatiricas mais coinfectadas que
cachorros-do-mato em média. Os microparasitos de maior destaque foram o virus da raiva e a bactéria
Leptospira spp., ambos de importancia para conservacao, economia e/ou saude publica (Lilenbaum et al. 2004;
WHO 2005; Costa et al. 2015; Ellis 2015; Vieira et al. 2016). Apresentamos a primeira descri¢cdo de Crithidia
mellificae em carnivoros e o primeiro relato de Rangelia vitalli em vertebrados no Pantanal. A avaliacdo das
coinfecgBes e do conjunto de pardmetros citados indica que a maioria dos individuos avaliados ndo esta em
boas condi¢des de saude.

Dos sete parasitos transmitidos por carrapatos detectados, cinco (Anaplasma, Erlichia, Hepatozoon,
Mycoplasma e Cytauxzoon) sao reportados aqui com as maiores prevaléncias em jaguatiricas e cachorros-do-
mato de vida livre no Brasil (Criado-Fornelio et al. 2006; Metzger et al. 2008; Almeida et al. 2013; de Sousa et
al. 2017a, 2017b, 2017c, 2018), indicando que a area de estudo fornece boas condi¢Bes para a persisténcia
de hemoparasitos, conforme previamente sugerido por Rahgavan et al. (2014). Provavelmente, a abundéancia
de vertebrados silvestres e a criacdo de bovinos garantem grandes populac¢des dos carrapatos vetores (Ramos
et al 2014; 2016). Considerando que a pecudria € a principal atividade econémica no Pantanal (Araujo et al.
2018), nossas maiores prevaléncias quando comparadas a outros estudos no proprio bioma podem ser
consequéncia, além das maiores popula¢fes de ectoparasitos, de imunodebilidade e consequente aumento
da parasitemia (Alvarado-Rybak et al. 2016), visto que essas prevaléncias foram obtidas, em sua maioria, em
provas moleculares. Vale mencionar a baixa deteccéo de ectoparasitos nas jaguatiricas capturadas, levantando
a possibilidade de vias alternativas de transmissdo dos hemoparasitos, a exemplo da via oral para Hepatozoon
spp. (Smith 1996). De toda forma, nosso resultado mostra que a auséncia de carrapatos ao exame clinico ndo
esta relacionada a infeccdo por tais hemoparasitos na espécie. Ainda, detectamos um cachorro-do-mato
infectado com Rangelia vitalli, sendo este o primeiro relato em vertebrados no Pantanal. Esse parasito pode
resultar em severa doenga hemorrdgica em canideos, especialmente quando coinfectados (Silveira et al.
2016). Todavia, sua ocorréncia ainda € pouco investigada no Brasil, havendo relatos de positividade na regiao
Sul e um relato no estado de Minas Gerais (Soares et al. 2011, 2015; Lemos et al. 2012; de Quadros et al.
2015; Fredo et al. 2015; Gottlieb et al. 2016; Malheiros et al. 2016; Silveira et al. 2016; Silva et al. 2019; de
Souza et al. 2019). Assim, sugerimos sua investigacao em futuros estudos epidemiolégicos devido ao potencial
impacto na saude dos canideos.

Todas as jaguatiricas que apresentaram mucosas hipocoradas e/ou hematdcrito reduzido foram
positivas para Mycoplasma spp. (7/12), Hepatozoon spp. (8/13), C. felis (5/10) e/ou para familia
Anaplasmataceae (4/4), o que poderia justificar tais alterac6es, uma vez que, excetuando-se Hepatozoon spp.,
todos parasitam eritrécitos. Apesar de hepatozoonose ser incomum em animais silvestres (André et al. 2010b),
a doenca pode causar palidez de mucosas em animais domésticos (Mundim et al. 2008) e por isso achamos
importante incluir este parasito nessa discusséo. De toda forma, em nosso trabalho a infec¢do por Hepatozoon

spp. foi acompanhada por pelo menos um desses outros trés parasitos em todos os animais com sinais de
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anemia. Por outro lado, os cinco animais que foram soropositivos para Erlichia spp. e Babesia spp. e ndo
apresentaram sinais de anemia foram PCR-negativo para parasitos da familia Anaplasmataceae e da ordem
Piroplasmida. Esses resultados sugerem exposicao prévia, podendo justificar a auséncia de sinais clinicos.
Além das alteracdes em células vermelhas, esses parasitos também poderiam justificar altera¢des bioquimicas
como hipoalbuminemia, aumento de AST, creatinina e ureia (Santiago 2010; Frontera et al. 2013). Apesar de
relacionados ao estresse de captura (Widmer et al. 2016), os valores elevados de CK e LDH também poderiam
ser justificados pela positividade para Hepatozoon spp. (Baneth et al. 1998).

Outro parasito de destaque nesse estudo foi a Leptospira spp., tanto pela alta prevaléncia como pelos
altos titulos obtidos. A bactéria € intracelular oportunista, de persisténcia favorecida em ambientes alagados
(Fajriyah et al. 2017). Uma vez no hospedeiro, possui tropismo para o rim, podendo causar faléncia do 6rgao
(Langston e Heuter, 2003; Greene et al., 2006). Em nosso trabalho, realizado em &rea com extensos canais
de irrigacdo, dois dos trés animais considerados nefropatas pelos valores aumentados de ureia e creatinina
foram soropositivos para a Leptospira spp. Vale mencionar que creatinina é considerada um marcador tardio
de lesdo renal (Forterre et al. 2004), e que outros seis animais soropositivos apresentaram valores discreta a
moderadamente aumentados para a substancia, podendo ja sugerir alguma disfuncéo do 6rgao. Além disso, a
severa hipoalbuminemia apresentada por muitos animais pode estar relacionada também a nefropatia. Apesar
de muitas vezes inaparente, especialmente em felinos, carnivoros silvestres podem desenvolver a leptospirose
(Lilenbaum et al. 2004). Além disso, ao poderem eliminar o parasito pela urina (da Silva et al. 2015; Vieira et
al. 2016; Fornazari et al. 2018) e contaminar o ambiente, a infeccdo de animais silvestres pode afetar a
economia devido especialmente aos danos reprodutivos em animais de producao (Ellis 2015).

Entre os tripanosomatideos, detectamos a ocorréncia de parasitos de trés géneros: Trypanosoma,
Leishmania e Crithidia. Entre eles, T. cruzi e T. evansi sdo comuns em espécies silvestres, especialmente no
Pantanal (Jansen et al. 2018; Santos et al. 2019). Em carnivoros, T. evansi pode causar importante anemia,
potencializada em casos de coinfecgdo com T. cruzi (Santos et al. 2018), como observado no Unico individuo
positivo em nosso estudo (LVB 18), coinfectado por T. cruzi, que apresentou sinal de anemia por palidez de
mucosas. Quanto a T. cruzi, obtivemos a maior prevaléncia para jaguatiricas de vida livre quando comparado
aos resultados encontrados por Herrera et al. (2011), Rocha et al. (2013) e Santos et al. (2018), sugerindo
constante reinfec¢do dada sua geralmente curta parasitemia nessas espécies (Rocha et al. 2013). Os animais
positivos na PCR e que ndo foram positivos na cultura para o parasito caracterizam infeccao criptica (Santos
et al. 2019), garantindo a presenca do parasito no ambiente. A positividade para T. cruzi tem especial
importancia pela sua capacidade de infectar todas as células de mamiferos (Jansen et al. 2018), causando
especialmente danos cardiacos (Guedes et al. 2007). Vale ressaltar que alteracdes em CK-MB e AST que
encontramos, ainda que também possam ser consequéncia do estresse de captura, podem indicar cardiopatia.

Emrelagéo a Leishmania spp., a deteccdo de 10 jaguatiricas positivas enquanto todos os cachorro-do-
mato foram negativos foi um resultado inesperado, visto que este parasito € mais comumente associado a
canideos (Dantas-Torres 2009, Almeida et al. 2018). E importante mencionar que anticorpos de outros
tripanosomatideos podem reagir no teste soroldgico para Leishmania spp. e causar reacao cruzada (Matos et
al. 2015). Assim, a realizagao de prova sorolégica para T. evansi foi uma forma de aumentar a especificidade
desses resultados — com isso, um animal (ID 18) n&o foi considerado positivo para Leishamnia spp. devido ao

maior titulo para T. evansi. Tendo em vista que todos os animais positivos para Leishmania spp. também
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reagiram no teste molecular para T. cruzi, questionamos se o resultado foi decorrente de reagéo cruzada com
este tripanossomatideo ou se, de fato, representa coinfec¢do, especialmente diante dos altos titulos
encontrados (6/10 individuos com T>160). Por ser um importante resultado para compreenséo do papel dos
felinos silvestres nos ciclos de transmissé&o do parasito, recomendamos a realizacdo de sorologia para T. cruzi
a fim de excluir a possibilidade de resultados falso-positivos. Esse caso mostra a necessidade de cautela ao
afirmar ocorréncia de determinado parasito em uma area, especialmente em estudos que investigam nimero
restrito de parasitos, reduzindo a possibilidade de conclusdes equivocadas, sendo uma das vantagens da
andlise de parasitos multiplos.

Outro achado inesperado foi o isolamento em cultura de Crithidia mellificae em trés cachorros-do-mato
e uma jaguatirica, sendo, até onde sabemos, o primeiro relato em carnivoros. Esse € um parasito descrito
como monoxénico de insetos (Killick-Kendrick et al. 1979) que até o momento s6 foi descrito, em vertebrados,
em morcegos (Rangel et al. 2019). Estes autores sugeriram que a transmissao tenha se dado por ingestdo de
alimentos com resquicios de pdlen infectado ou mesmo por lambedura da pele apés picada de abelha
infectada, possiveis vias de infecgdo também para os animais positivos em nosso trabalho, especialmente
entre os cachorros-do-mato visto sua alimentacéo onivora. Esse resultado aponta que ha muito a se conhecer
sobre a diversidade de tripanosomatideos em animais silvestres (Rocha et al. 2013, Rodrigues et al. 2019),
ainda que possa nao haver relevancia clinica.

Para o virus da raiva, todos os animais amostrados foram soropositivos com titulos baixos, indicando
exposicdo. Considerando que a producdo de anticorpos € influenciada por fatores como quantidade de
antigeno, via de transmissao e estado de salde do hospedeiro (Moore e Hanlon 2010), supomos, diante de
casos rabicos no rebanho na regido (comunicagéo pessoal), que a exposicdo dos animais tenha ocorrido por
ingestéo de carcacas bovinas infectadas. Quando por via oral, a infec¢éo resulta na persisténcia de anticorpos
(Zhang et al. 2008). Vale destacar que estudo concomitante com armadilhamento fotografico na area registrou
pelo menos 17 dos 25 animais amostrados apds 120 dias das capturas (Henrique Concone, dados néo
publicados), periodo méximo de laténcia do virus proposto para cédes (Brasil 2017). Isso refor¢a nossa hip6tese
de exposicdo sem desenvolvimento da doenga e aponta para uma grande circulacdo do virus na regido.

Nossos resultados mostraram que todos os individuos foram infectados por pelo menos dois parasitos,
reforcando que coinfec¢Bes sdo mais comuns que infecgdes Unicas (Bordes e Morand 2011, Serrano e Millan
2014). Negligenciar a comunidade de parasitos em um hospedeiro é um risco pois afeta a interpretacdo dos
resultados — a exemplo do animal que ndo foi considerado positivo para Leishamnia infantum por apresentar
titulo mais alto para T. evansi. Além disso, ndo considerar a comunidade de parasitos também impossibilita a
compreensédo dos efeitos das infec¢bes. I1sso porque a relacdo da comunidade de parasitos com o hospedeiro
pode ter efeito sinergético ou antagbnico (Cox 2001, Loker e Hofkin 2015), variando de acordo com as espécies
gue compdem tal comunidade e com a competéncia imunolégica do hospedeiro frente a isso. Em muitos casos,
as coinfec¢Bes aumentam a susceptibilidade a outros parasitos.

Adicionalmente, a utilizacéo de diferentes métodos de diagnéstico para um mesmo parasito € uma
estratégia para obtencao de respostas epidemiolégicas distintas. Um exemplo é o caso de Leishmania, visto
gue teste sorologico indica exposicdo prévia, PCR de amostra sanguinea indica infeccdo aguda dada a
parasitemia, e isolamento indica viabilidade do parasito (Roque e Jansen 2014). Essa abordagem auxilia na

compreensado do complexo quebra-cabecas dos ciclos de transmissdo em uma area e do papel que cada
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espécie hospedeira desempenha nestes ciclos. Além disso, pode-se ampliar, por consequéncia, a prevaléncia
obtida de um parasito em uma populagdo ao se detectar individuos em diferentes estagios da infecgéo,
resultado que observamos para todos os parasitos em que realizamos provas distintas.

Avaliando o panorama das infec¢des por espécie, jaguatiricas foram em média 50% mais coinfectadas
gue cachorros-do-mato. Sugerimos trés possiveis explicagcdes para esse resultado: (i) biologia dos parasitos —
no caso do Mycoplasma spp., felinos sdo carreadores crénicos e geralmente com alta parasitemia (Willi et al.
2006) e a deteccdo em canideos € dificil (André 2012); (i) modo de transmissdo — no caso dos parasitos
transmitidos por via oral, como T. cruzi (Rocha et al. 2013) — sendo carnivoras estritas enquanto cachorros-do-
mato alternam a dieta entre frutos e pequenos vertebrados (Tirelli et al. 2019), jaguatiricas estariam mais
propicias a bioacumulacédo pela maior possibilidade de predacédo de animais infectados; e (iii)) também por
consequéncia da dieta carnivora estrita, felinos ndo acumulam reservas energéticas em forma de gordura de
forma preventiva, sendo mais sensiveis a infec¢des e a baixa de imunidade, o que também é causa de aumento
de parasitemia e poderia justificar suas maiores detec¢des nas provas moleculares de amostras sanguineas
(George et al. 2002, Langston e Heuter, 2003, Harrus et al. 2002, Kubo et al. 2006, East et al. 2008,Serrano e
Millan 2014, Alvarado-Rybak et al. 2016, Pennisi e Persichetti 2018).

E importante avaliar a prevaléncia de parasitos no contexto das caracteristicas bidticas e abiodticas
locais (Jennelle et al. 2007). Em nossa area de estudo, além da cria¢cdo de animais domésticos, das amplas
lavouras e dos extensos canais de irrigacdo distribuidos, faz-se uso de agroquimicos. Ainda assim, a area é
reconhecida pela visualizacdo de carnivoros silvestres, possivelmente devido a oferta alimentar — pequenos
mamiferos atraidos pelo arrozal (Henrique Concone, estudo em andamento). Nossa taxa de captura de
jaguatiricas, a maior ja descrita para a espécie mesmo sem uso de isca viva, com até trés individuos
amostrados no mesmo ponto, sugere que 0s animais, de fato, sdo abundantes nessas areas alteradas. Se, por
um lado, o0 agroecossistema parece favorecer a manutencao dos animais, por outro, 0 aumento de populacées
hospedeiras e a imunodepressédo gerada pela exposicdo a agroquimicos também poderiam implicar em
aumento da taxa de transmissdo de parasitos (Scott, 1988; Dobson e Foufopoulos 2001; Christin et al. 2004;
Jansen et al. 2018).

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho referentes a aspectos clinicos e bioquimicos, bem como
parasitolégicos, apontamos que 0s animais amostrados nao apresentam boas condi¢fes de salde,
especialmente as jaguatiricas, sendo possivelmente prejudicados pelos impactos gerados pelo agronegécio. A
liberacdo de mais de 353 agrotoxicos no Brasil apenas em 2019 (Brasil 2019b) vai de encontro ao conceito de
Saude Unica que envolve a agroecologia como ferramenta de promoc¢éo de satde humana e animal (VSF
International 2014). Nesse sentido, seriam exemplos de medidas mitigatorias a redugdo de uso e mesmo
desuso de agrotoxicos, uso de ingredientes ativos menos persistentes e toxicos, aumento da biodiversidade e
aplicacdo de medidas para a conservacao do solo (VSF International 2014, de Carvalho Dores 2015, Pignati
et al. 2018).
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Capitulo 2

Alta prevaléncia de Leptospira spp. em Leopardus pardalis e Cerdocyon thous (Carnivora) silvestres
em area de agroecossistema no Pantanal de Miranda, Mato Grosso do Sul, Brasil
Manuscrito a ser submetido para Revista Acta tropica

Resumo

A Leptospira spp. € uma bactéria de ampla distribuicdo geogréfica, capaz de acometer o ser humano e grande
variedade de animais. Dessa forma, possui importancia na saude publica, dada sua alta morbimortalidade, no
ciclo produtivo ao afetar também animais de pecuaria, além de importancia na saude da fauna silvestre.
Animais da Ordem Carnivora desempenham papel particular no ciclo da Leptospira spp. dada as suas amplas
areas de vida e potencial de eliminar a bactéria pela urina e assim contaminar o ambiente. A persisténcia da
bactéria no meio é favorecida em ambientes alagados, seja em paisagem natural ou modificada. Pouco se
sabe, contudo, da ocorréncia do parasito em areas de agroecossistema no Brasil. Neste trabalho, capturamos
13 jaguatiricas (Leopardus pardalis) e 12 cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) em um mosaico de lavouras
de arroz e pastagem inserido em matriz de area nativa no Pantanal de Miranda, Brasil. Investigamos a
ocorréncia da bactéria por diagnéstico sorolégico (n=25), molecular em amostras de sangue (n=25) e urina
(n=5) e isolamento bacteriol6gico em amostras de urina (n=5). Apresentamos altas taxas de soroprevaléncia
(17/25; 68%) e altos valores de titulos (até 6400) e indicamos a ocorréncia de um ciclo ativo da bactéria na
regido. Detectamos 17 sorovares, sendo o primeiro relato de Cynopteri, Butembo e Bataviae em carnivoros de
vida livre no Brasil, e de Autumnalis e Copenhageni em jaguatiricas. Pomona e Bratislava foram os sorovares
infectantes de maior ocorréncia em jaguatiricas e cachorros-do-mato, respectivamente. Esse resultado sugere
ciclos independentes entre as espécies, mas indica sobreposicdo com o ciclo bovino da regido. A influéncia da
fauna silvestre sobre o gado reflete a necessidade de ampliacdo do painel de sorovares investigados no
rebanho. Os resultados também apontam para a importancia do uso de equipamentos de protecéo individual
como medida profilatica especialmente entre os funcionarios das lavouras de arroz.

Palavras-chave: Saude Unica, epidemiologia, sorologia, arroz irrigado.

1. Introducéo

Leptospira spp. € uma bactéria de ampla distribuicdo geogréafica com grande potencial zoonético, cuja
principal via de transmissao € o contato com agua contaminada, especialmente por pele lesionada e mucosas
(Levett 2001). A leptospirose é considerada uma das principais causas de morbimortalidade em humanos, com
cerca de um milhdo de casos e 58.900 6bitos por ano em todo o mundo (Costa et al. 2015). Amplamente
disseminada na América Latina (Vieira et al. 2018), no Brasil mais de 42 mil casos da doenca foram notificados
entre 2000 e 2017 (SINAN 2019). Além da importancia para saude publica, a Leptospira é relevante para a
economia por resultar em abortos e natimortos em animais de producéo (Ellis 2015), acometendo cerca de
44,2% dos bovinos na América Latina (Junqueira e Alfieri 2006; da Silva Pinto et al. 2016; Guedes et al. 2019).

No ambiente silvestre, a Leptospira spp. pode acometer aves, répteis, anfibios e mamiferos, tornando
dificil a compreenséo de seu complexo ciclo epidemiolégico (Viera et al. 2018). A contaminagdo do ambiente
ocorre a partir da eliminacdo da bactéria pela urina de animais infectados. Uma vez no ambiente, a
sobrevivéncia das bactérias varia com as condic¢des climéticas da regido, sendo areas alagadas consideradas
ideais para sua persisténcia (Acha e Szyfres 2003; Jorge et al. 2011; Fajriyah et al. 2017; Vieira et al. 2018).
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Entre os mamiferos, carnivoros podem ter importdncia para a persisténcia da bactéria no meio
ambiente pelo potencial de elimina-la por via urinaria (da Silva et al. 2015; Vieira et al. 2016; Fornazari et al.
2018). Além disso, possuem extensas areas de vida (Cheida et al. 2011, Millan et al. 2014), favorecendo a
disseminacédo do parasito em ambientes distintos. E importante considerar que carnivoros silvestres podem
desenvolver a doencga resultante da infecgéo por Leptospira spp. até mesmo de forma fatal (Lilenbaum et al.
2004; Vieira et al. 2016).

Caracterizado por ser a maior planicie alagavel do mundo, o Pantanal possui rica biodiversidade e
apresenta a pecuaria como principal atividade econdmica (Silva e Abdon 1998; Arauljo et al. 2018). As
inundac8es periddicas, além de modificar a paisagem drasticamente, aproximam as popula¢cdes de animais
silvestres e domésticos resultando em ambiente propicio para a ocorréncia de doencgas carreadas pela agua,
como a leptospirose. De fato, a ocorréncia da infeccéo por Leptospira spp. em animais silvestres e domésticos
na regido do Pantanal j& foi reportada por varios autores (Jorge et al. 2011; Vieira et al. 2013; Onuma et al.
2015; Miashiro et al. 2018). Além disso, a leptospirose é uma doenca considerada de carater ocupacional em
humanos comumente relacionada a trabalhadores de lavouras de arroz (Schneider et al. 2015; Amaral 2016;
Sahneh et al. 2019). Esse cultivo, no Pantanal, favorece ainda mais a persisténcia e a transmissédo da

Leptospira spp. (Khan et al. 2017) e pode ter um importante papel na epidemiologia da doenca em humanos.

Dessa forma, uma area destinada ao cultivo de arroz e pecuéria inserida em matriz de Pantanal
preservado, com frequentes avistamentos de animais silvestres, especialmente roedores, mostra-se
interessante para a investigacao de Leptospira spp. € entendimento da enzootia, como € o caso de uma regido
localizada em ec6tono de Pantanal e Cerrado, no Pantanal de Miranda, Brasil (Concone 2004; Teribele 2007).
E possivel que roedores e outros herbivoros sejam atraidos pela oferta alimentar e hidrica provida pelo cultivo
de arroz. Para controle da Leptospira spp., a investigacdo dos sorovares circulantes é uma importante
ferramenta. Devido as caracteristicas ecoldgicas de carnivoros, neste trabalho esses animais foram eleitos
para a construcao do panaroma de sorovares na regido. Assim, investigamos a frequéncia da Leptospira em
carnivoros silvestres por meio de testes sorolégico, molecular e isolamento bacteriolégico. Ainda,
apresentamos as frequéncias dos principais sorovares circulando nas espécies estudadas e discutimos as

perspectivas desses resultados sob a ética da Satde Unica.

2. Material e Métodos

2.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em uma fazenda privada (20°05’10” S e 56°36’'57” W) no Pantanal de Miranda,
estado Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Devido ao regime pluviométrico caracteristico de Pantanal, a area
apresenta duas estagdes, uma seca, entre abril e setembro, e uma chuvosa, entre outubro e marco. A fazenda
apresenta precipitacdo média de 1.520 mm/ano e temperatura variando entre 3°C em julho e agosto até 46°C
em janeiro (comunicacéo pessoal). A propriedade possui 8.970 ha inseridos em matriz de vegetacdo nativa de
fitofisionomias predominantes de cerradao, cerrado, mata semidecidua e campo seco (Silva et al. 2000), dos

guais 3.200 ha foram convertidos para cultivo intensamente manejado de arroz irrigado, com diques e canais
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de irrigacao totalizando 13 km de extensdo (Fig. 1), alternado com culturas de soja e milho; 2.100 ha para
pecudria, com criacao de mais de 2.000 cabecas de gado, e 70 ha para cultivo de eucalipto (Fig. 2). Outra
atividade importante na fazenda € o ecoturismo, com fluxo de cerca de 5.000 pessoas por ano e avistamento
principalmente de animais das ordens Carnivora, Rodentia e Artiodactyla (Teribele 2007), além de diversas
espécies de aves (Concone 2004).

Legenda
Brasil
Biomas
| Cerado
- Pantanal
A Area de estudo
Lavouras de arroz

- 20.0900449° .56.664362° A/ Limites da drea de estudo

Figura 2: Area de estudo de investigacéo de Leptospira spp. em carnivoros silvestres no Pantanal de
Miranda, Brasil. As cores indicam os limites da fazenda e a &rea destinada a lavouras de arroz,
conforme legenda.

2.2 Amostragem

Visando a captura de carnivoros de médio porte, utilizamos armadilhas do tipo caixa armada de ferro
(150x60x60cm e 115x53x58cm) iscadas com coxa de frango, bacon aquecido e/ou sardinha enlatada,
distribuidas aleatoriamente nos diferentes habitats da area de estudo. Entre agosto e dezembro de 2018, com
o total de 541 armadilhas-noite, capturamos 25 individuos, entre jaguatiricas (Leopardus pardalis) e cachorros-
do-mato (Cerdocyon thous). Classificamos os animais por faixa etéria a partir de erupcéo e desgaste dentarios,
porte e peso, conforme Olifiers et al. 2010.

Os individuos foram anestesiados com Zoletil 50° (8 mg/kg) ou com associac¢éo de quetamina 15mg/kg,
xilazina 0,7mg/kg e midazolan 0,5mg/kg, todos por via intramuscular. Coletamos amostras de sangue em tubos
com e sem anticoagulante das veias cefalica ou jugular de todos os animais, e amostras de urina com sonda
uretral de cachorros-do-mato machos, adultos e juvenis (n=5). Todos os animais foram marcados com brincos
de identificacdo. Para obtencéo de soro, realizamos centrifuga¢cdo do sangue sem anticoagulante a 1.300 xg
por 15 minutos. Aliquotas de 500 pl de soro, sangue total e urina foram congeladas a -20°C até realizagdo dos
ensaios laboratoriais. Seis mililitros de urina foram destinados a urocultura.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso Animal da Universidade Federal da Paraiba
(7478200418 — ID 000109). A captura e coleta de amostras foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade — ICMBIio/SISBIO (N° 31895), conforme legislacdo brasileira. Todas as capturas foram
conduzidas por médica veterinaria devidamente registrada e seguiram as recomendacdes do Guia da
Sociedade Americana de Mamiferos (Sikes 2011).
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Figura 2: Ambientes da area de estudo e possiveis pontos de conexdo de elementos dos ciclos de
transmissao de Lepstopira spp. em area de agroecossistema no Pantanal de Miranda, Brasil. A) Lavoura
de arroz; B) Area de pecuaria adjacente a fragmento florestal; C) Area de vegetac&o nativa; D) Liberacéo
de Leopardus pardalis capturado em lavoura; E) Cerdocyon thous em floresta de eucalipto; F)
Funcionario da lavoura sem utilizacdo de equipamentos de protecao individual.

2.3 Andlises laboratoriais

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LZB) da
Universidade de S&o Paulo. Realizamos teste de soroaglutinagdo microscépica (SAM) de acordo com Faine et
al. (1999), com antigenos vivos de amostras de referéncia ou autdctones isoladas no Brasil, pertencentes aos
sorogrupos (sorovares): Australis (sorovares: Australis e Bratislava); Autumnalis (sorovares: Autumnalis e
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Butembo); Ballum (sorovar: Castellonis); Batavia (sorovar: Bataviae) Canicola (sorovar: Canicola); Celledoni
(sorovar: Whitcombi); Cynopteri (sorovar: Cynopteri); Grippotyphosa (sorovar: Grippotyphosa); Hebdomadis
(sorovar: Hebdomadis); Icterohaemorrhagiae (sorovares: Copenhageni e Icterohaemorrhagiae); Javanica
(sorovar: Javanica); Panama (sorovar. Panama); Pomona (sorovar. Pomona-CDC, Pomona-GR6 e L.
kirschneri); Pyrogenes (sorovar: Pyrogenes); Sejroe (sorovar: Guaricura e Hardjo tipo prajitno e bovis);
Shermani (sorovar: Shermani); Tarassovi (sorovar: Tarassovi); Djasiman (sorovar: Sentot); Seramanga
(sorovar: Patoc); Grippotyphosa (sorovar: Bananal); L. biblexa (Bovedo); L. biflexa (Garcia); L. biflexa (Nazaré);
L. santarosai; Mini (sorovar: Mini); L. biflexa (Rufino). Ressaltamos que a variedade L. kirschneri foi isolada em
2006 de um individuo de C. thous, sendo incluida no painel de sorovares visando aumentar a sensibilidade do
teste. Apesar de ndo caracterizada, possivelmente é pertencente ao sorogrupo Pomona (LZB, comunicagéo
pessoal). Incluimos no mesmo sorogrupo a variedade Pomona-GR6, também isolada no Brasil (Miraglia et al.
2015), totalizando 34 sorovares investigados. Excetuando-se o sorovar Sentot e a L. biflexa, todas as
variedades testadas sdo consideradas patogénicas para mamiferos (Bharti et al. 2003).

Para tanto, diluimos o soro em solucao salina de Sérensen (pH 7,4) na proporcdo de 1:50. Da dilui¢do
obtida, depositamos 504l em microplacas de poliestireno com 96 pocos e, entdo, adicionamos 50ul do
antigeno, alcancando a diluicao 1:100 (ponto de corte). As placas eram entdo mantidas a temperatura ambiente
(~28°C) por duas horas para a leitura por microscopia de campo escuro. Como forma de controle do teste,
analisamos viabilidade, pureza e autoaglutinagcdo de cada antigeno microscopicamente. Consideramos
reagentes as amostras que apresentaram pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas nessa diluigdo. Para
obtencéo do titulo final de aglutinacéo (T), testamos as amostras reagentes a partir de diluicdo seriada na razéo
dois em solucéo salina de Sérensen (pH 7,4) acrescida de 50ul do antigeno reagente. Apds seguir mesmo

tempo e temperatura até a leitura, definimos o valor de T pela maior diluicdo para a qual a amostra foi reagente.

Adicionalmente, realizamos diagnéstico molecular para o parasito por meio de reagédo em cadeia da
polimerase (PCR). Para tanto, extraimos DNA de amostras de sangue total e de urina por meio dos kits
QIAGEN® e INVITROGEN®, respectivamente, seguindo as recomendacdes dos fabricantes. Em seguida,
realizamos PCR para fragmento de 330pb do gene 16S rRNA (rrs), como forma de triagem, a partir dos primers
Lepl e Lep2, segundo o protocolo de Mérien et al. (1992). Para amplificacdo do DNA para Leptospira spp.,
utilizamos Go Taq™ Green Master Mix (Promega Brasil®), conforme instrucdes dos fabricantes. Cultura de L.
interrogans sorovar Hardjo tipo prajitno foi usada como controle positivo, e dgua ultrapura, como controle
negativo. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1.5% corado com SYBR Safe DNA gel

stain (Invitrogen®) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.

Para cultura bacteriolégica, processamos a urina em até duas horas apds a coleta. Para tanto,
semeamos a amostra em duplicata (3 mL da amostra cada) em meio EMJH (Ellighausen, McCullogh, Johnson
e Harris) enriquecido com soro de coelho 10% adicionado do antibiético 5-fluorouracil. Apds 24 horas mantidos
a temperatura ambiente (entre 28°C e 36°C) e protegidos de luz solar, transferimos o contedido para o meio
Fletcher sem antibidtico, sendo os tubos acondicionados da mesma forma. Apés 16 a 24 semanas de
incubacéo, no LZB, avaliamos os cultivos sob microscopia de campo escuro. Amostras com auséncia de
Leptospira foram consideradas negativas.
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2.4 Andlises estatisticas

Investigamos diferenga na soroprevaléncia de Leptospira entre as espécies pelo Teste de Fischer (nivel
de significancia a = 0,05). Consideramos como sorovar infectante por individuo o que apresentou maior titulo,
sendo incluidas todas as variantes com esse T quando o valor era repetido, conforme realizado por Fornazari
et al. (2018). Avaliamos a distribuigdo de todos os sorovares detectados por espécie graficamente.

3. Resultados

Capturamos 13 jaguatiricas, todas em areas de lavoura de arroz, e 12 cachorros-do-mato, em areas
de pecuéria, eucalipto, arroz e fragmento florestal (Fig. 2). Dos 25 animais amostrados, 17 foram reagentes na
SAM para pelo menos um dos sorovares testados (Tab. 1). A frequéncia de animais positivos entre as
jaguatiricas foi de 69% (9/13), com titulos variando de 400 a 6.400. Para os cachorros-do-mato, a frequéncia
foi de 66% (8/12) com titulos (T) variando de 200 a 6.400. Nao houve diferenca significativa na frequéncia de
animais soropositivos entre as espécies. Uma jaguatirica foi amostrada duas vezes em intervalo de um més, e
suas aliquotas de soro e sangue foram submetidas aos mesmos protocolos. Esse animal foi soronegativo na
primeira captura e apresentou titulo de 400 na recaptura, sendo apenas o Ultimo resultado apresentado na
Tabela 1.

Registramos a ocorréncia de nove sorovares infectantes, com alguns animais sendo positivos para
mais de uma variedade, visto que apresentaram titulos sorolégicos equivalentes. Sob essa andlise, entre as
jaguatiricas o sorovar de maior frequéncia foi Pomona-CDC, acometendo 55% dos individuos positivos (5/9).
J& entre os cachorros-do-mato, o sorovar de maior frequéncia foi Bratislava, infectando 62% dos animais
positivos (5/8) (Tab. 1). Com essa analise, 40 das 63 reacdes de positividade que detectamos foram excluidas.
Se consideradas, 0s sorovares ocorrentes na regiao passariam de nove para 17, sendo Cynopteri e Bratislava
0s mais prevalentes (Fig. 3). Vale ressaltar que 22 das 40 reagdes que seriam excluidas apresentaram T =
400.

Todas as amostras de sangue total (n=26) foram negativas no teste molecular de triagem para
fragmento do gene rrs para DNA de Leptospira spp., bem como as amostras urinarias (n=5) — todos os animais
com amostras de urina testadas foram soropositivos, com os seguintes titulos para sorovares infectantes:
T=400 para Bratislava e Canicola; T=1.600 para Cynopteri; T=400 para Bratislava e Bataviae; T=6.400 para
Canicola; e T=1.600 para Australis e Bratislava. A avaliagdo das amostras para urocultura ndo foi possivel por
consequéncia de contaminacao.
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Tabela 1: Sorogrupos e os sorovares de Leptospira spp. positivos em Leopardus pardalis e Cerdocyon thous em mosaico de lavoura de arroz, de pastagem
e de area preservada no Pantanal de Miranda, Brasil. Os animais foram classificados de acordo com faixa etaria (A: adulto; J: juvenil; F: filhote) e sexo (M:
macho; F: fémea). Os nimeros correspondentes (x100) representam os valores dos titulos de anticorpos para cada sorovar reagente. Os valores em
destaque indicam os maiores titulos por individuo, correspondendo ao(s) sorovar(es) infectante(s). A Ultima coluna indica os sorovares infectantes

detectados (P), expressos em nimero de animais positivos seguido pelo percentual de positividade entre parénteses.

Sorogrupo Sorovar Jaguatirica (Leopardus pardalis) Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) P (%)
. Australis 8 16 8 | 16 1(4)
Australis k
Bratislava 8 8 4 4 16 32 64 5 (20)
Sejroe Guaricura 8 -
) Autmnalis 2 3(12)
Autmnalis
Butembo 2 8 2 (8)
Ballum Castellonis 8 -
Batavia Bataviae 4 2 1(4)
Canicola Canicola 8 8 64 2 (8)
Cynopteri Cynopteri 32 2 16 2 2 3(12)
Hebdomadis Hebdomadis 8 -
. Copenhageni 16 4 1 8 1(4)
Icterohaemorrhagiae -
Icterohaemorrhagiae 2 -
PomonaCDC 64 4 64 5 (20)
Pomona PomonaGR6 2 32 -
L. kirschneri 16 -
Shermani Shermani 2 8 2 -
Tarassovi Tarassovi 1 -
. Sexo M F | F M M M F F
Observagdes - —
Faixa etaria A A A A J J A A
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Figura 3: Distribuicdo dos sorovares de Leptospira spp. reagentes em Teste de Soroaglutinagéo
Microscopica em jaguatirica (Leopardus pardalis) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) capturados
entre agosto e dezembro de 2018 em mosaico de lavoura de arroz, de pastagem e de area preservada
no Pantanal de Miranda, Brasil.

4. Discusséao

Este estudo investigou a ocorréncia de Leptospira spp. e a distribuicio de seus sorovares em
carnivoros silvestres em um mosaico de lavouras de arroz, pastagens para gado e area preservada no Pantanal
de Miranda, MS, Brasil. Encontramos alta soroprevaléncia em jaguatiricas e cachorros-do-mato, com titulos
variando entre 200 e 6.400, e circulacdo de pelo menos nove variantes na regido. Apresentamos o primeiro
relato da ocorréncia dos sorovares Cynopteri, Butembo e Bataviae em carnivoros silvestres no Brasil. O grande
namero de animais com altos titulos soroldgicos, aliado a soroconversédo de um animal recapturado, indicam a
ocorréncia de um ciclo de transmissdo ativo na area. A partir disso e do conhecido potencial de carnivoros
silvestres como eliminadores da bactéria pela urina, apontamos para a importancia desses animais no ciclo

epidemiolégico da Leptospira spp. na regido.
4.1 Prevaléncia de Leptospira spp.

A soroprevaléncia de Leptospira spp. que encontramos nesse trabalho (68%) se encontra entre os
valores mais altos registrados em carnivoros de vida livre no Brasil, que variaram entre 15% e 86% (Souza
Junior et al. 2006; Jorge et al. 2011; Vieira et al. 2013, 2016; Silva et al. 2014; da Silva et al. 2015; Furtado et
al. 2015; Onuma et al. 2015; Rodrigues et al. 2015; Fornazari et al. 2018). Entre as 13 areas amostradas nos
estudos supracitados, apenas uma, no Pantanal, apresentou valor superior ao que detectamos, sendo o estudo
realizado com ndmero inferior de individuos (n=7) (Vieira et al. 2016). Para o Cerrado, a maior prevaléncia foi
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de 60% (3/5), seguida de estudo com 35% dos carnivoros positivos (27/77). Encontramos titulos sorol6gicos
variando de 200 a 6.400, com 94% dos animais positivos apresentando T = 400. Ressaltamos que este estudo
reportou os titulos mais altos ja descritos para cachorros-do-mato e jaguatiricas no Brasil. Comparando com
outros carnivoros, apenas um estudo com ongas-pintadas (Panthera onca) descreveu o valor maximo de 6.400
(Furtado et al. 2015). O grande nimero de animais com altos titulos sorolégicos aponta para presenca de um
ciclo de transmissao ativo na &rea, com exposi¢ao recente ou infeccdo ativa, como também foi sugerido por
outros autores (Onuma et al. 2015). Outro indicio de ciclo ativo é o fato de o individuo reamostrado em nosso
estudo ter soroconvertido apds um més da primeira captura (T1=0; T>=400). Além disso, devido a relacéo de
aumento de soropositividade em decorréncia da idade (de Freitas et al. 2010), a deteccdo do parasito em
animais juvenis (n=2) e filhotes (n=1) nos faz sugerir, mais uma vez, a ocorréncia de um ciclo robusto de

Leptospira spp. na regido.

A circulacdo ativa da bactéria na area tem alta relevancia para a saude dos animais, uma vez sua
motilidade no organismo do hospedeiro facilita que se espalhe, tendo tropismo pelos rins, com capacidade de
causar faléncia renal aguda, também podendo atingir o sistema nervoso central e 6rgdos como figado e Gtero
(Langston e Heuter, 2003; Greene et al., 2006). A severidade da infec¢ao varia conforme o sistema imunoldgico
do hospedeiro, que, na area de estudo, pode sofrer estresse pela modificacéo intensa da paisagem, além da
provavel imunodepresséo gerada pela exposicao frequente a agroquimicos (Christin et al. 2004).

Outro fator que influencia a severidade da infeccao € a viruléncia do sorovar (Palaniappan et al. 2007).
Em nosso estudo, os sorovares de maior destaque foram Pomona e Bratislava, caracterizados por gerar
importante comprometimento hepatico e insuficiéncia renal e hepatica, respectivamente (Langston e Heuter,
2003; Goldstein et al, 2006). Destacamos que cada um desses sorovares acometeu apenas uma das espécies
estudadas, o que nos faz inferir que jaguatiricas e cachorros-do-mato possuem ciclos de transmisséo de
Leptospira spp. independentes entre si, corroborando com o estudo de Fontana (2011).

Ressaltamos que esse € o primeiro relato da ocorréncia dos sorovares Cynopteri, Butembo e Bataviae
em carnivoros de vida livre no Brasil, e de Autumnalis e Copenhageni em L. pardalis, mesmo sendo variedades
investigadas em quase todos os trabalhos publicados para a Ordem Carnivora. Dessa forma, diante da
variedade de sorovares detectados, da presenca de animais domésticos e da abundéncia e riqgueza de
vertebrados silvestres na regido, a compreensao dos complexos ciclos de transmissao do parasito na area de
estudo é um desafio. Em relacdo aos animais domésticos, exames realizados em 2018 detectaram os
sorovares Bratislava e Pomona com maiores titulos no rebanho bovino e equino (Andrea Coelho, comunicagéo
pessoal). Essas foram as mesmas variedades de destaque em nosso trabalho, indicando a sobreposicdo entre
os ciclos, o que é reforcado por capturas e registros de jaguatiricas e de cachorros-do-mato, especialmente,
em armadilhamento fotografico em areas de pecuéria. Quanto aos animais silvestres, correlacdes também
podem ser sugeridas se considerarmos o0s relatos de Leptospira spp. no Pantanal em espécies que ocorrem
em nossa area de estudo, como as pertencentes as Ordens Rodentia, Artiodactyla, Perissodactyla, Pilosa e
Cingulata (Girio et al. 2004; de Freitas et al. 2010; Vieira et al. 2013; Medici et al. 2014; Miranda et al. 2015; da
Silva et al. 2015).

Apesar de reacdes cruzadas entre sorovares serem comuns na SAM, apresentamos todos os valores
obtidos visto que 55% (22/40) das reag8es excluidas pela andlise do sorovar infectante apresentaram T = 400.
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Além disso, considerando que o tempo para atingir o titulo maximo é sorovar-dependente (Martin et al. 2014),
seus titulos finais podem ter sido influenciados para baixo.

A ndo deteccdo de DNA de Leptospira nas amostras pode ser justificada pelo carater intermitente da
leptospidria, especialmente em animais assintomaticos (Faine et al. 1999), e pela bactéria circular no sangue
por cerca de apenas sete dias durante seu ciclo biolégico (Ellis 1994). Em relagdo a andlise da urina, seu pH
naturalmente &cido em carnivoros também pode ter influenciado o resultado por acelerar a degradacédo do
material genético da bactéria (Cordeiro et al. 2019). Ao contornar esse fator, Fornazari et al. (2018) detectaram

leptospidria em 6% dos carnivoros amostrados.

Em relacdo a cultura, além da conhecida dificuldade de isolamento de Leptospira spp. (Faine et al.
1999), as condi¢Bes adversas comuns em trabalhos de campo, como manutencéo das amostras a temperatura
ideal e longo tempo até o transporte ao laboratério, podem ter contribuido para os a contaminagéo dos meios,

impossibilitando o diagnoéstico.
4.2 Leptospira spp., lavouras de arroz e One Health

O Pantanal é conhecido por oferecer condi¢cdes ambientais que favorecem a persisténcia da Leptospira
spp., sendo o bioma de maiores prevaléncias da bactéria na fauna silvestre da América Latina (Vieira et al.
2018). Ainda assim, nossos valores tanto de soroprevaléncia quanto de titulos sdo os maiores ja apresentados
em carnivoros silvestres no Brasil, indicando que outros fatores além das condi¢8es naturais podem favorecer
a rede de transmissao. Silva et al. (2015) sugeriram que a ocorréncia de Leptospira spp. é influenciada por
fatores geoclimaticos, praticas de manejo adotadas e biodiversidade animal. Nesse sentido, um importante
diferencial da regido estudada é a area destinada para o cultivo de arroz irrigado, ja relacionado a ocorréncia
da Leptospira spp. em escalas global e nacional (Schneider et al. 2015, Khan et al. 2017). Dessa forma, é
possivel que o mosaico da paisagem natural de pantanal e toda sua diversidade e abundancia de espécies
silvestres associado a plantacdo de arroz e ao contato proximo entre espécies silvestres e domésticas constitua

um ambiente ainda mais favoravel a persisténcia bactéria.

Resultados preliminares na area de estudo com armadilhamento fotografico indicaram 26 espécies de
mamiferos na paisagem, das quais seis utilizam os campos do arroz, com grande numero de registros de
felinos (Andressa Rocha, dados nédo publicados). De fato, nossa taxa de captura de jaguatirica, 1,6 vezes
superior a outra area de Pantanal (Rocha 2006), corrobora essa informacdo. Nossa hipotese é que os
carnivoros utilizam os campos alagados de lavouras devido a presenca de pequenos roedores, que por sua
vez sdo atraidos pelos recursos providos pelo arrozal. Neste cenario, o contato estreito entre as jaguatiricas e
roedores, considerados 0s principais reservatorios da Leptospira spp., estaria favorecendo a transmissao da
Leptospira spp., especialmente em um ambiente alagado, propicio para sua manutengao.

Considerando que carnivoros podem desenvolver a forma clinica da infeccéo, inclusive de modo fatal
e com titulo sorologico até 16x inferior aos que obtivemos (Lilenbaum et al. 2004), nossos resultados indicam
importante risco para sua conservagdo. Considerando o potencial imunodepressor que agrotoxicos possuem
para algumas espécies (Christin et al. 2004), o risco para a saude dos carnivoros pode ser aumentado pela
frequente aeropulverizagdo de agroquimicos na area de estudo, favorecendo assim, quadros mais graves da

doenca. N&o obstante, ao terem potencial de eliminar a bactéria pela urina e tendo extensas areas de vida,
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esses animais podem atuar como dispersores indiretos da Leptospira spp. para a grande diversidade de fauna

susceptivel na regido.

O impacto da Leptospira spp. na regido ja é demonstrado na pecuéria, com importantes perdas anuais
do rebanho pela doenca (Andrea Coelho, comunicacdo pessoal). Entre as recomendacdes para controle da
leptospirose em bovinos estdo a detec¢éo das fontes do parasito e quais variantes ocorrem. Como carnivoros
possuem amplas &reas de vida, é provavel que carreiem variantes da fauna silvestre para as pastagens. Sem
a influéncia desses animais, os bovinos ndo teriam acesso a tais variedades. A partir dos sorovares que
detectamos nos carnivoros, seria importante ampliar o painel investigado também no rebanho. A confirmagéo
de mais variantes de origem silvestre em bovinos poderia auxiliar, inclusive, na prevencdo por meio de vacinas,
gue atualmente sdo desenvolvidas para um namero restrito de sorovares.

Ressaltamos, por fim, a importdncia da Leptospira spp. para a saude publica. Mesmo que a
determinacé&o do titulo de corte para manifestac¢éo clinica da doenca no ser humano seja proporcional ao nivel
de exposicéo da populacdo (Levett 2001), os valores que apresentamos séo suficientemente altos mesmo para
populacdes muito expostas. Dessa forma, considerando que a principal via de transmissdo da Leptospira spp.
€ por contato com agua contaminada pela bactéria, recomendamos fortemente o uso de equipamentos de
protecgédo individual especialmente entre os funcionéarios da lavoura, além da investigagdo da bactéria nesse
grupo de risco. Uma outra ferramenta que pode auxiliar no entendimento do ciclo da Leptospira spp. na area é

a investigacdo da bactéria em amostras de agua dos canais de irrigacao.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos métodos empregados de investigacdo parasitolégica em carnivoros, bem como de
avaliacdo de suas condicdes de salde, concluimos:

e Ha circulagcdo de pelo menos 14 parasitos entre carnivoros na area (virus da raiva, Trypanosoma
evansi, Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum, Crithidia mellificae, Leptospira spp., Hepatozoon
spp., Anaplasma spp., Erlichia spp., Mycoplasma spp., Cytauxzoon felis, Babesia spp., Rangelia vitalli
e Toxoplasma gondii), com sete apresentando altas prevaléncias, sendo as coinfec¢des comuns,
variando de dois a nove parasitos por individuo;

e Os dados parasilogicos associados as alteragfes clinicas e laboratoriais indicam que 0s animais
amostrados apresentam baixas condicfes de salde;

e Jaguatiricas apresentaram condi¢cdes de saude mais baixas que cachorros-do-mato, possivelmente
devido a dieta carnivora estrita que aumenta contato com mais espécies e diminui competéncia
imunolégica em situacdes de estresse ou coinfecgoes;

e Ha ocorréncia de ciclo ativo de Leptospira spp. na regido, sendo os sorovares Pomona e Bratislava os
infectantes mais comuns em jaguatiricas e cachorros-do-mato, respectivamente;

e A primeira detec¢do do tripanossomatideo Crithidia mellificae em carnivoros, do piroplasmideo
Rangelia vitallii em vertebrados no Pantanal, de Leishmania spp. em jaguatiricas de vida livre no Brasil,
dos sorovares de Leptospira spp. Cynopteri, Butembo e Bataviae em carnivoros de vida livre e de
Autumnalis e Copenhageni em jaguatiricas indicam que a area favorece a ocorréncia de novas
espécies de parasitos/sorovares e indica a importancia de ampliar os painéis investigados;

e Os resultados ressaltam a importancia de estudar impactos de exposicéo frequente a agrotéxicos e
demais consequéncia do agroecossistema onde os animais foram amostrados, visto que o conceito de
Saude Unica envolve a agroecologia como ferramenta de promocéo de satide humana e animal.

e Por fim, ressalta-se a importancia de se levar os resultados obtidos a comunidade, buscando a
integracdo do conhecimento e sensibilizacdo local, com desenvolvimento de dindmicas de grupo que

encontrem sugestdes para mitigacdo da problematica.
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