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RESUMO

JORGE, R. S. P. Caracteriza¢ao do estado sanitirio dos carnivoros selvagens da RPPN
SESC Pantanal e de animais domésticos da regifdo. [Characterization of the health status of
wild carnivores of the RPPN SESC Pantanal and of domestic animals of the region]. 2008.
105 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

Nas ultimas décadas, pesquisadores vém atribuindo crescente importancia a ocorréncia de
agentes patogénicos para a conservacdo de animais selvagens. Epizootias em carnivoros
selvagens na Africa e América do Norte levaram a declinios significativos nas popula¢des
afetadas. Por outro lado, animais selvagens podem agir como reservatdrios para agentes que
afetam o homem e animais domésticos. O objetivo deste estudo foi pesquisar a exposicao de
carnivoros selvagens e de animais domésticos da regido da RPPN SESC Pantanal a patogenos
importantes para a conservagdo dos carnivoros selvagens e para o homem. Para isto, entre
2002 e 2006, 76 carnivoros selvagens (43 cachorros-do-mato, Cerdocyon thous, 13
guaxinins, Procyon cancrivorous, oito lobos-guaras, Chrysocyon brachyurus, quatro
jaguatiricas, Leopardus pardalis, sete suguaranas, Puma concolor ¢ um cachorro-vinagre,
Speothos venaticus) foram capturados e tiveram amostras sangiiineas coletadas. Também
foram amostrados 103 cdes domésticos em comunidades humanas localizadas ao norte da
RPPN e 27 cavalos utilizados no interior da reserva. Para os carnivoros (selvagens e
domésticos) foi realizado sorodiagnostico para o virus da cinomose (soroneutralizagao),
parvovirus (HI), raiva (SFIMT) e Leptospira spp. (MAT), além do diagnoéstico direto para
Leishmania spp., através da PCR. A sorologia para Leptospira spp. também foi realizada nos
eqiiinos. Dentre os carnivoros selvagens, 21 de 75 animais testados apresentaram titulo > 8 de
anticorpos para o virus da cinomose, 70 de 76 apresentaram titulo > 80 de anticorpos para o
parvovirus, 4 de 76 apresentaram titulo > 10 Ul/ml de anticorpos para o virus da raiva, 32 de
75 apresentaram titulo > 100 de anticorpos para Leptospira spp. e 7 de 21 foram positivos
para Leishmania spp. Dentre os cdes domésticos, foram diagnosticados 65 positivos a
sorologia para o virus da cinomose dos 79 individuos testados, 98 de 102 para o parvovirus,
27 de 102 para o virus da raiva e 18 de 103 para Leptospira spp. Para Leishmania spp., 20 de
70 foram positivos. As amostras dos animais positivos para Leishmania foram identificadas
como pertencentes ao sub-género Viannia, sendo duas delas identificadas especificamente
como Leishmania (V.) braziliensis. Vinte de 27 cavalos foram positivos sorologicamente para

Leptospira spp. Os resultados obtidos indicam que os carnivoros selvagens e caes domésticos



foram expostos aos cinco agentes pesquisados, demonstrando a presenga destes na regido.
Isto indica que os carnivoros selvagens da regido podem ser ameacados pela presenca dos
patdogenos que comumente circulam nas populagdes de cdes domésticos. Também
demonstram que agentes zoondticos circulam nestes animais na regido. No entanto, nem a
mortalidade de carnivoros selvagens em decorréncia de doengas nem o papel dos animais
selvagens como reservatorios de agentes zoonoticos puderam ser claramente demonstrados.
Apesar disto, ¢ evidente a necessidade de implementacdo de medidas preventivas visando
evitar a transmissdo de patdgenos aos carnivoros selvagens, como vacinagdo e controle
populacional dos caes domésticos, e de um sistema de vigilancia para as leishmanioses, para
a raiva e para a leptospirose, aliado a um programa de educag¢ao em satide na comunidade de

Sao Pedro de Joselandia e adjacéncias.

Palavras chaves: Carnivoros selvagens. Doengas infecciosas. Saude publica veterindria.

Medicina da conservac¢do. Medicina veterindria preventiva.



ABSTRACT

JORGE, R. S. P. Characterization of the health status of wild carnivores of the RPPN
SESC Pantanal and of domestic animals of the region. [Caracterizagdo do estado sanitério
dos carnivoros selvagens da RPPN SESC Pantanal e de animais domésticos da regido]. 2008.
105 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

In the last decades, researchers have been giving growing importance to the occurrence of
pathogens for the conservation of wild animals. Epizootics in wild carnivores in Africa and
North America have led to declines in the affected populations. On the other hand, wild
animals may act as reservoirs to pathogens that affect humans and domestic animals. The
purpose of this study was to assess the exposure of wild carnivores and domestic animals
from the Northern Pantanal region to pathogens that are important for the conservation of
wild carnivores and for men. From 2002 to 2006, 76 wild carnivores (43 crab eating foxes,
Cerdocyon thous, 13 raccoons, Procyon cancrivorous, eight maned wolves, Chrysocyon
brachyurus, four ocelots, Leopardus pardalis, seven pumas, Puma concolor, and one bush
dog, Speothos venaticus) were captured and blood samples were collected. Additionally, 103
domestic dogs and 27 horses from the same area were also sampled. Serological tests were
performed for wild carnivores and domestic dogs for CDV (SN), CPV (HI), rabies virus
(SFIMT) and Leptospira spp. (MAT), along with PCR for Leishmania spp. MAT was also
performed for horses. Among wild carnivores, 21 of 75 tested animals had titers > 8 for CDV
antibodies, 70 of 76 had titers > 80 for CPV antibodies, 4 of 76 had titers > 10 Ul/ml for
rabies virus antibodies, 32 of 75 had > 100 for Leptospira spp. antibodies, and 7 of 21 were
positive for Leishmania spp. Among domestic dogs, 65 of 79 animals tested positive for
serology for CDV, 98 of 102 for CPV, 27 of 102 for rabies virus and 18 of 103 for Leptospira
spp. For Leishmania spp., 20 of 70 were positive. Positive samples for Leishmania spp. were
identified as belonging to the sub-genus Viannia. Two of these were identified to the species
level as Leishmania (V.) braziliensis. Twenty of 27 horses were serologically positive for
Leptospira spp. These results indicate that wild carnivores and domestic dogs were exposed
to all five tested pathogens, showing their presence in the region. This indicates that wild
carnivores in the region may be threatened by pathogens that commonly circulate among
domestic dog populations. It also demonstrates that zoonotic agents circulate among the wild
carnivore population in the region. However, neither a greater mortality of wild carnivores

due to infectious diseases nor their role as reservoirs of zoonosis have been clearly



demonstrated. Nevertheless, the need to act to prevent the transmission of pathogens to wild
carnivores, through vaccination of domestic dogs and population control, is evident. The
implementation of a surveillance system for rabies, leishmaniasis and leptospirosis, together

with a health education program in the human community, would also be very important.

Key words: Wild carnivores. Infectious diseases. Conservation medicine. Veterinary public

health. Preventive veterinary medicine.
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1 INTRODUCAO

A conservagdo de animais selvagens de vida livre ¢ influenciada atualmente por
diversos fatores. No caso das populagdes de carnivoros, podemos citar como aspectos que as
pressionam de maneira negativa a destruicdo e a fragmentacao de seus habitats, e sua caga,
assim como a de suas presas, pelo homem. Recentemente, no entanto, o estado sanitario
destes animais vem ganhando grande importancia neste cendrio (FUNK et al., 2001).
Epidemias causadas por doencas infecciosas em carnivoros selvagens na Africa e na América
do Norte nas ultimas décadas levaram a declinios populacionais significativos em
determinadas regides nestes continentes (WILLIAMS et al., 1988; DAVIDSON et al., 1992b;
ALEXANDER; APPEL, 1994; WEILER et al., 1995; ALEXANDER et al., 1996; ROELKE-
PARKER et al, 1996; SILLERO-ZUBIRI et al., 1996; LAURENSON; SHIFERAW;
SILLERO-ZUBIRI, 1997; VAN DE BILDT et al., 2002).

O crescimento da populacdo humana com o conseqiiente aumento da densidade de
cdes domésticos nos paises em desenvolvimento (CLEAVELAND, 1997) e a crescente
fragmentacdo das populacdes de carnivoros selvagens tendem a propiciar um aumento da
taxa de contato entre estes dois grupos. Isto deve tornar cada vez mais comum a ocorréncia
de epidemias de doengas infecciosas nas populagdes selvagens de agentes provenientes dos
animais domésticos (FUNK et al., 2001).

Por outro lado, ndo podemos descartar a possibilidade dos animais silvestres servirem
como fonte de infeccdo para os domésticos e, em alguns casos, para o ser humano. Um
desafio que vem sendo enfrentado pelas autoridades na area de satide animal e publica sdo os
focos em animais silvestres de doengas infecciosas que acometem animais domésticos e seres
humanos. Estes ameagam a eficicia de programas nacionais e internacionais de controle e
erradicacdo de doencas, os quais vem sendo implementados e executados com sucesso
significativo e a elevados custos (BENGIS; KOCK; FISCHER, 2002). Uma das maiores
contribui¢cdes de um programa eficiente de monitoramento de doengas em animais selvagens
de vida livre ¢ a deteccdo em estagios iniciais da ocorréncia de doengas novas ou emergentes,
algumas das quais podem ter sérias implicagdes zoondticas e econdmicas (MORNER;
OBENDOREF; ARTOIS, 2002). Diante disto, percebemos que tanto os animais selvagens
podem ser reservatorios de doencas que ameagam a saude de seres humanos e animais

domésticos, como as doengas infecciosas emergentes representam uma ameaca para a
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conservagdo dos animais selvagens e, conseqiientemente, para a biodiversidade (DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2000).

Geralmente, as estratégias de manejo relacionadas as doencas infecciosas nas
populacdes de carnivoros selvagens tendem a ser reativas a ocorréncia de epizootias. Desta
forma, muitas vezes as decisdes sdo tomadas repentinamente, sem o tempo e as condi¢des de
gerar e analisar os dados necessarios para a adogdo de medidas realmente efetivas. Esta falta
de informagdes, aliada as diversas pressdes provenientes de diferentes setores da sociedade
para uma resolu¢cdo do problema, acaba fazendo com que as estratégias de manejo, nessas
situacdes emergenciais, sejam adotadas com base em aspectos de cunho muito mais politico
do que ecologico ou epidemiologico. Medidas preventivas, embora muitas vezes mais dificeis
de serem justificadas (pela auséncia de uma situagdao que exija uma reacao imediata, como a
morte em massa dos individuos de uma determinada espécie em uma certa regido, por
exemplo), sdo fundamentais para a conserva¢ao em longo prazo dos carnivoros selvagens de

vida livre (FUNK et al., 2001).

Na América do sul ha pouca informacao sobre os efeitos, ou mesmo a presenca, de
doengas nos carnivoros selvagens de vida livre. Dados sobre a mortalidade de nossa fauna
silvestre e suas possiveis causas sdo ainda pouco explorados.

A Reserva Particular Patriménio Natural (RPPN) SESC Pantanal, localizada no
municipio de Bardo de Melgaco, MT, tem uma area de aproximadamente 106 mil hectares.
Estao nela distribuidos sete Postos de Protecdo Ambiental (PPAs), onde ficam sediados os
guarda-parques, responsaveis pela fiscalizagdo e manutencdo da reserva (Figura 1). Nas
proximidades da divisa norte da RPPN, estdo localizadas comunidades humanas, nas quais os
moradores possuem caes ¢ gatos domésticos como animais de estimagao, resultando em uma
densidade consideravel destes animais nesta regido. As diferentes espécies de carnivoros
selvagens de médio e grande porte presentes na regido possuem area de vida relativamente
extensa. Desta forma, alguns destes animais podem circular tanto dentro quanto fora da
reserva, podendo assim entrar em contato, direto ou indireto, com os animais domésticos,
potenciais fontes de agentes infecciosos. Ao sul, a RPPN faz divisa com fazendas, onde a
concentragcdo de carnivoros domésticos tende a ser mais baixa. Adjacente a RPPN, encontra-
se também o Hotel SESC Porto Cercado e estd nos planos da administragdo a utilizagcdo da
RPPN para programas de turismo ecoldgico e cientifico, num futuro proximo, o que deve

aumentar o afluxo de pessoas a reserva.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a exposi¢do dos carnivoros selvagens
capturados na RPPN SESC Pantanal a agentes infecciosos de potencial impacto para sua
conservagao e para a Saude Publica, visando a elaboracao e implementagdo de praticas de
manejo para o controle da ocorréncia dos agentes pesquisados. Adicionalmente, com o
objetivo de avaliar o potencial de transmissdo dos patdégenos entre carnivoros silvestres e
domésticos, foram coletadas amostras bioldgicas dos cdes domésticos nas comunidades que
vivem nas proximidades da divisa norte da RPPN para pesquisa de exposicdo aos mesmos
agentes, com a devida autorizacdo de seus proprietarios.

Os objetivos propostos abrangem aspectos relacionados a satde humana, a saude
animal e a saide ambiental, assim como as interagdes entre estes. Desta forma, o presente

estudo esta inserido no conceito de Medicina da Conservacao (TABOR, 2002).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta se¢dao ¢ feita uma breve revisdo sobre os mamiferos brasileiros da Ordem
Carnivora, os agentes patogénicos abordados no presente estudo e sua ocorréncia em animais

selvagens, especialmente nos carnivoros.

2.1 MAMIFEROS BRASILEIROS DA ORDEM CARNIVORA

Os mamiferos da Ordem Carnivora estdo distribuidos em todo o mundo
(EISENBERG; REDFORD, 1999). As espécies representantes desta ordem ocorrem em uma
grande variedade de fisionomias vegetacionais, condi¢des climaticas e altitudes, desde zonas
aridas, florestas tropicais, areas abertas, montanhas, planicies ¢ ambientes articos (CHEIDA
et al., 2006). No Brasil sdo encontradas 26 espécies, das quais nove sdo citadas na Lista
Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagada de Extingdo (BRASIL, 2003).

O nome deste grupo taxonomico se deve a caracteristica das espécies a ele
pertencentes de consumirem uma propor¢ao significativa de carne proveniente de vertebrados
na dieta, capturando suas presas por meio da predacdo. Em decorréncia desta caracteristica
inerente dos membros da Ordem Carnivora, eles desempenham importante papel no
equilibrio dos ecossistemas através, principalmente, da regulacdo das populagdes de suas
presas (MACDONALD; KAYS, 2005). No entanto, a dieta dos mamiferos carnivoros ¢
bastante varidvel, compreendendo desde as espécies exclusivamente carnivoras, até aquelas
que se alimentam principalmente de frutas e invertebrados (EMMONS; FEER, 1997). Desta
forma, ¢ importante esclarecer que os carnivoros selvagens citados ao longo deste texto sdo
os mamiferos brasileiros da Ordem Carnivora, uma vez que, além de existirem espécies
pertencentes a este grupo que ndo consomem carne de vertebrados, existem espécies
pertencentes a outros grupos taxondmicos que consomem carne, como alguns répteis, aves e
peixes.

Os carnivoros selvagens tém um sistema social bastante diverso (MACDONALD;
KAYS, 2005), incluindo espécies solitarias, que se encontram apenas na ¢época do
acasalamento (como lobos-guaras Chrysocyon brachyurus, ongas-pardas Puma concolor e

jaguatiricas Leopardus pardalis), espécies que formam pares reprodutivos duradouros (como
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cachorros-do-mato Cerdocyon thous e guaxinins Procyon cancrivorous), espécies que
formam pequenos grupos familiares (como cachorros-vinagres Speothos venaticus) e,
finalmente, aquelas que formam grupos sociais complexos, compostos por dezenas de
individuos (como hienas Crocuta crocuta, cachorros-selvagens-africanos Lycaon pictus e
ledes Panthera leo — ndo ha espécies de mamiferos da Ordem Carnivora brasileiras que se
encaixem nesta categoria). Esta caracteristica ecoldgica é especialmente importante no que se

refere a transmissao de agentes patogénicos.

2.2 AGENTES PATOGENICOS E SUA OCORRENCIA NOS CARNIVOROS
SELVAGENS

Nesta sub-secdo ¢ feita uma breve revisdo sobre os agentes patogénicos abordados no

presente estudo e sua ocorréncia em animais selvagens, especialmente nos carnivoros.

2.2.1 Virus da Cinomose Canina (CDV)

O CDV ¢ causador de doenga muti-sistémica, altamente contagiosa, com evolucao
aguda ou sub-aguda, produzindo quadro febril, podendo atingir os sistemas respiratorio,
gastro-intestinal e nervoso central (APPEL; SUMMERS, 1995). A cinomose é conhecida na
Europa ha pelo menos 200 anos. Sua ocorréncia foi descrita em carnivoros selvagens 50 anos
depois dos primeiros relatos em domésticos (HELMBOLT; JUNGHERR, 1955). Ela ocorre
em todas as familias de carnivoros e esta distribuida por todo o mundo. No entanto algumas
espécies parecem ser mais suscetiveis que outras (DAVIDSON et al., 1992a).

Diversos surtos de cinomose foram relatados em carnivoros de vida livre na Africa e
América do Norte, alguns deles causando declinios populacionais significativos em
decorréncia de aumento da mortalidade. Nos Estados Unidos, um surto de cinomose atingiu
aquela que era considerada, a época, a tltima colonia de furdes-de-patas-negras (Mustela
nigripes) na natureza, causando a morte de varios individuos (WILLIAMS et al., 1988). Os
animais que sobreviveram a este episddio foram recolhidos para a realizagdo de um programa

de reproducdo da espécie em cativeiro com o objetivo de possibilitar a reintrodugdo destes
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animais no seu ambiente natural. A espécie passou a ser considerada extinta na natureza.
Davidson et al. (1992b) determinaram que o virus foi responsavel por 78% da mortalidade
das raposas cinzentas (Urocyon cinereoargenteus) do sudeste norte-americano. Outra espécie
sob risco de extin¢do bastante ameagada por este agente patogénico ¢ o cachorro-selvagem-
africano (Lycaon pictus). O agente foi implicado como responsavel por mortalidade
expressiva de individuos da espécie em Botswana (ALEXANDER et al., 1996) e Tanzania
(VAN DE BILDT et al., 2002), e pelo desaparecimento da espécie na Reserva de Masai
Mara, no Quénia (ALEXANDER; APPEL, 1994). Neste mesmo Parque, 55% dos ledes
(Panthera leo) testados foram considerados positivos a sorologia (KOCK et al., 1998). No
Serengeti, a cinomose causou a morte de cerca de 1/3 da populagao de ledes (ROELKE-
PARKER et al., 1996). Em alguns destes casos, caes domésticos foram identificados como
sendo a origem mais provavel do agente (ALEXANDER; APPEL, 1994; ROELKE-
PARKER et al., 1996, CLEAVELAND et al., 2000). Diante dos surtos citados, devido ao
significativo aumento de mortalidade causado pelo agente em populacdes de diversas
espécies de carnivoros de vida livre, a cinomose ¢ considerada como uma das doengas
infecciosas que mais ameaga a conservacao destes animais.

Para os mamiferos carnivoros da América do Sul, as publicacdes relacionadas a
ocorréncia da cinomose, ou mesmo exposicdo ao agente, ainda sdo escassas. A maior parte
dos trabalhos publicados com espécies sul-americanas compreende relatos de casos ou
levantamentos da ocorréncia da doenga em animais mantidos em cativeiro. Segundo Maia e
Gouveia (2002), entre 1989 e 1998, 9% da mortalidade de lobos-guards em cativeiro no
Brasil foi atribuida as doencas infecciosas. Dentro deste grupo, a cinomose foi relacionada a
19,4% dos 6bitos. Em um zooldgico norte-americano, um surto de cinomose causou a morte
de diversos felinos selvagens, dentre os quais uma onga-pintada (Panthera onca) (APPEL et
al., 1994). Recentemente alguns estudos foram publicados com levantamentos soroldgicos
em carnivoros brasileiros de vida livre. Courtenay, Quinnel e Chalmers (2001) procuraram
anticorpos em caes domésticos de uma comunidade rural no Maranhdo e em cachorros-do-
mato (Cerdocyon thous) que freqiientavam as casas dos vilarejos da regido em busca de
comida. Os cachorros-do-mato foram todos negativos enquanto os cdes apresentaram
positividade em 2 dos 23 amostrados (9%). No Parque Nacional Noel Kempf Mercado, na
Bolivia, dois lobos-guards foram positivos a sorologia dentre quatro capturados (DEEM;
EMMONS, 2005). Outro estudo na Bolivia detectou 4/9 graxains-do-campo (Pseudalopex
gymnocercus) positivos sorologicamente para a exposi¢cdo ao virus da cinomose, enquanto

todos os cinco cachorros-do-mato amostrados na regido foram negativos (FIORELLO et al.,
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2007). Em Minas Gerais, Curi (2005) testou sorologicamente trés lobos-guards, nove
cachorros-do-mato e 2 raposinhas-do-campo (Pseudalopex vetulus) capturados na regido da
Serra do Cip6. Todos foram considerados negativos. Caes domésticos amostrados na regiao
tiveram 65,7% de positividade (46/70).

A transmissdo do virus da cinomose ocorre principalmente através de aerossois ou
contato com secre¢des orais, respiratorias ou oculares contendo o agente. Animais com
infec¢ao sub-clinica podem eliminar o virus (APPEL, 1987) e o periodo de eliminagdo, de
forma geral, pode atingir até 90 dias apos a infeccio (GREENE; APPEL, 1998). E necessario
contato proximo entre os animais afetados e suscetiveis para que a transmissao ocorra, uma
vez que o virus ¢ rapidamente inativado no ambiente pelos raios ultravioletas, calor e
ressecamento. Portanto, populacdes densas de animais suscetiveis sdo necessarias para que
uma epizootia ocorra em uma determinada regido. Da mesma forma, o comportamento das
espécies envolvidas também ¢ fundamental na transmissdo do virus. Espécies gregarias e
sociais tendem, portanto, a favorecer a transmissdo, enquanto os animais solitarios e
territorialistas apresentam uma chance menor de transmitir ou contrair o virus. Assim,
diversos fatores sdo determinantes na epidemiologia da cinomose em uma determinada
regido, como a suscetibilidade dos hospedeiros, a densidade das populacdes de hospedeiros
suscetiveis simpatricos e a existéncia de aspectos comportamentais que favorecam o contato
intra e inter-especificos e, portanto, a transmissao do agente (WILLIAMS, 2001).

Os sinais clinicos decorrentes da cinomose dependem da espécie envolvida, idade e
estado imunologico. Na maioria das vezes, os sintomas sdo variacdes daqueles apresentados
pelos cdes domésticos. Os sinais clinicos mais caracteristicos nos cdes sdo depressdo,
secrecao mucopurulenta nasal e ocular, dermatites e hiperqueratose dos coxins, tosse € outras
manifestacdes respiratorias, disturbios gastroentéricos e neuroldgicos (incoordenagdo motora,
mioclonia, rigidez muscular, ataxia, convulsdes, paresia, paralisia, cegueira) (GREENE;
APPEL, 1998).

Nos canideos, os animais jovens parecem ser mais suscetiveis (KRAKOWKA;
KOESTNER, 1976). A mortalidade decorrente da infecgdo também ¢ bastante variavel entre
as diferentes espécies (WILLIAMS, 2001). Algumas espécies selvagens apresentam-se
especialmente suscetiveis e o numero de animais infectados que se recuperam ¢
extremamente baixo, como ¢ o caso de furdes-de—patas-negras (Mustela nigripes)
(WILLIAMS et al., 1988) ¢ raposas cinzentas (Urocyon cinereoargenteus) (DAVIDSON et
al., 1992b). Estima-se 25 a 75% dos caes domésticos infectados desenvolvem infec¢ao sub-

clinica e eliminam o virus sem desenvolver a doenca (GREENE; APPEL, 1998).
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Em areas enzooticas, com grandes populacdes de caes domésticos, a doenga clinica ¢
observada principalmente em filhotes de trés a seis meses, coincidindo com o periodo de
queda dos anticorpos maternos. Em populag¢des isoladas, o virus da cinomose, quando ¢
introduzido, costuma ocorrer de forma epidémica, acometendo cdes de todas as idades

(LEIGHTON et al., 1988).

2.2.2 Parvovirus

Os virus pertencentes ao grupo dos parvovirus infectam e podem causar quadro
clinico em uma grande parte das espécies de carnivoros selvagens. Este grupo inclui o
Parvovirus felino (FPV), o Parvovirus canino (CPV), o Virus da enterite dos visdes (MEV), o
Virus da doenga Aleutiana dos visdes e o Parvovirus dos guaxinins (CLEAVELAND et al.,
20006).

O parvovirus felino ¢ reconhecido por causar a panleucopenia felina hd bastante
tempo. Estudos realizados nas décadas de 1930 e 1940 revelam que diversas doengas
descritas em gatos domésticos anteriormente eram na realidade causadas por este agente
(PARRISH, 1990). Naquela época, o FPV também foi implicado na mortalidade de felideos
selvagens em cativeiro (TORRES, 1941; GOSS, 1948; HYSLOP, 1955).

Em 1978 duas novas sindromes comegaram a ser observadas com freqiiéncia em caes
domésticos. Uma delas era caracterizada como uma miocardite em filhotes abaixo dos quatro
meses de idade e a outra como uma gastroenterite em animais de todas as idades. Os
primeiros casos parecem ter ocorrido na Europa, mas rapidamente se espalharam pelo mundo
todo (PARRISH, 1990). Robinson, Wilcox e Flower (1980) identificaram um parvovirus
como agente causador de ambas as sindromes. Este passou a ser conhecido como parvovirus
canino tipo 2, como forma de diferencid-lo do Virus minuto canino (POLLOCK;
CARMICHAEL, 1990). No entanto, este nome passou a ser preterido € o virus passou a ser
chamado de parvovirus canino (WILLIAMS, 2001). O virus também atingiu os canideos
selvagens em um curto espaco de tempo. Ja em 1979 foram detectados anticorpos em coiotes
Canis latrans nos Estados Unidos e até 1981 a maioria dos animais desta espécie em Texas,

Idaho e Utah eram soropositivos (THOMAS et al., 1984).
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O CPV provavelmente derivou do FPV ou de um virus intimamente relacionado
(TRUYEN et al., 1996). Apesar das seqiiéncias de DNA dos isolados de CPV ¢ FPV terem
uma identidade de superior a 98%, eles podem ser distinguidos através de anticorpos
monoclonais (PARRISH; CARMICHAEL, 1983) e pela diferenca de pH e temperatura
caracteristicos para a ocorréncia de hemaglutinagio (CARMICHAEL; JOUBERT;
POLLOCK, 1980; SENDA et al., 1988). O encontro de seqiiéncias de DNA intermediarias
entre as dos dois virus a partir de tecidos de raposas vermelhas Vulpes vulpes na Europa
sugere que animais selvagens podem ter tido grande importancia no processo de transmissao
do FPV aos caes domésticos (TRUYEN et al., 1998).

Os parvovirus s3o bastante resistentes no ambiente. Quando protegidos da incidéncia
direta dos raios solares, de altas temperaturas e ressecamento, podem permanecer viaveis por
meses (GORDON; ANGRICK, 1986). Quando comparados com outros agentes virais, como
os virus da raiva e da cinomose, tém um periodo de infectividade relativamente longo e uma
vez introduzidos em uma regido, tendem a persistir. Devido a estas caracteristicas, os
parvovirus tendem a ocorrer de forma endémica nas regidoes de ocorréncia (CLEAVELAND
et al., 20006).

A idade dos animais acometidos tem grande importdncia na patogenia, pois 0s
parvovirus necessitam de células em divisdo para sua replicacdo. Animais jovens tém grandes
quantidades de células em divisdo e tecidos como o miocardio e o cérebro sdo
freqiientemente afetados. Nos animais adultos, as células do epitélio intestinal e tecidos
linfaticos sdo geralmente as mais afetadas. Conseqiientemente, os animais desta faixa etaria
costumam apresentar gastroenterite, linfopenia e leucopenia (STEINEL et al., 2001).

A principal preocupagdo relacionada a conservagdo de carnivoros selvagens ¢ a
mortalidade de filhotes (JOHNSON; BOYD; PLETSCHER, 1994; WINDBERG, 1995).
Segundo Creel et al. (1997), o niimero de filhotes por ninhada dos cachorros selvagens
africanos tende a ser menor nas regides onde os titulos de anticorpos sdo os mais altos para os
individuos testados. Isto pode se constituir em uma ameaga a persisténcia da populacao
(CREEL; CREEL, 1998).

Com relagdo aos canideos sul-americanos, existem registros em zoologicos de doenga
atribuida ao CPV em lobos-guaras Chrysocyon brachyurus (FLETCHER et al., 1979; MANN
et al.,, 1980; MAIA; GOUVEIA, 2002), em cachorros-do-mato (MANN et al., 1980) ¢ em
cachorros-vinagres Speothos venaticus (JANSSEN et al., 1982). Adicionalmente, alguns
estudos foram publicados recentemente com levantamentos soroldgicos em canideos

selvagens de vida livre no Brasil e na Bolivia. Courtenay, Quinnel e Chalmers (2001)
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procuraram anticorpos em cdes domésticos de uma comunidade rural no Maranhdo e em
cachorros-do-mato que freqiientavam as casas dos vilarejos da regido em busca de comida.
Os cachorros-do-mato foram todos negativos enquanto os caes apresentaram positividade em
3 dos 23 amostrados (13%). No Parque Nacional Noel Kempf Mercado, na Bolivia, quatro
lobos-guaras capturados e submetidos a sorologia foram positivos, resultando em 100% de
positividade na amostra (DEEM; EMMONS, 2005). Em Minas Gerais, Curi (2005) testou
sorologicamente trés lobos-guards, nove cachorros-do-mato e duas raposinhas-do-campo
(Pseudalopex vetulus), capturados na regido da Serra do Cipo. Todos foram considerados
positivos. Caes domésticos amostrados na regido tiveram 58,6% de positividade (41/70).
Também na Bolivia, quatro cachorros-do-mato dentre cinco capturados e cinco entre nove
graxains-do-campo, foram considerados positivos ao soro-diagnéstico (FIORELLO et al.,
2007).

Filoni et al. (2006) realizaram um levantamento da exposicao de felideos selvagens de
vida livre ao parvovirus felino. Foram analisadas amostras de soro de 21 animais, entre eles
18 ongas-pardas (Puma concolor), dois gatos-do-mato-pequenos (Leopardus tigrinus) e 1
jaguatirica (Leopardus pardalis) de varias regides do Brasil. Dez deles foram positivos a
sorologia, sendo oito ongas-pardas. Duas das ongas positivas foram capturadas no Pantanal,
indicando a presenca do agente nesta regido. Por outro lado, as seis ongas testadas que

haviam sido capturadas na RPPN SESC Pantanal, foram negativas.

2.2.3 Virus da Raiva

O virus da raiva pode infectar e afetar o sistema nervoso central de todas as espécies
de mamiferos, inclusive o ser humano, acarretando altos niveis de mortalidade
(RUPPRECHT; STOHR; MEREDITH, 2001). Representa atualmente um sério problema de
Satde Publica na América Latina (CARNIELI et al., 2004). Transmitido principalmente pela
mordida de cdes e morcegos infectados, o virus ¢ caracterizado por apresentar um ciclo
urbano e outro silvestre. Embora a raiva urbana possa ser controlada, o ciclo silvestre
contribui para a circulagdo e reintrodug¢do do virus, podendo inclusive iniciar epizootias
(CHILDS, 2002).

Na Europa e América do Norte o controle de raiva em animais domésticos foi bem

sucedido, permitindo as espécies de animais silvestres superar em importancia os cdes como
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transmissores da doenga nas ultimas décadas, principalmente a raposa (Vulpes vulpes)
(SMITH; BAER, 1988; WANDELER, 1988).

No continente Norte Americano, varias espécies silvestres sdo reconhecidas como
reservatorios de raiva, em regides geograficamente distintas. Nas partes articas e sub-articas
do Canada e do Alaska, a raiva é endémica na raposa do artico (Alopes lagopus), havendo
relatos de transmissdo para populagdes de lobos (Canis lupus) (WEILER; GARNER;
RITTER, 1995). Nos Estados Unidos, tanto a raposa vermelha (Vulpes vulpes) quanto a
cinzenta (Urocyon cinereoargenteus) sdo encontradas em um ambiente muito favoravel e
comportam-se como importantes transmissores (TOMA; ANDRAL, 1977).

Na América Latina, onde os paises se empenham em diminuir a incidéncia de raiva
em humanos através do controle da doenga nos caes, ¢ provavel que a raiva silvestre, mantida
em uma variedade de hospedeiros mamiferos, venha a surgir como um novo problema para a
Satude Publica (BERNARDI et al., 2005).

No Brasil, a raiva ainda é endémica em muitas partes do pais. Apesar da diminui¢ao
no numero de casos de raiva humana nas tltimas décadas, o pais ainda atinge uma quantidade
expressiva de Obitos nos anos em que sdo registrados surtos da doenca, como ocorreu em
2005, quando foram registrados 44 obitos, concentrados principalmente na regido Norte e
Nordeste (BRASIL, 2007a). O ciclo urbano no pais tem no cdo seu principal reservatorio,
enquanto o ciclo silvestre tem os morcegos hematéfagos neste papel. Porém, nos tltimos dez
anos, o aumento na deteccao de casos de raiva em outros mamiferos, como morcegos nao
hematofagos, canideos silvestres e sagiiis, e a identificacdo de novas variantes virais, vem
apontando para uma mudan¢a no perfil epidemiologico da raiva no Brasil, com a
caracterizagdo dos ciclos aéreo e silvestre terrestre, além dos ciclos urbano e rural (BRASIL,
2006a).

Em relagdo aos canideos silvestres, a raiva vem sendo relatada ha algum tempo na
regido Nordeste, incluindo episddios de transmissdo destes para seres humanos (CARNIELI
et al., 2004). Carnieli et al., 2006, identificaram a ocorréncia de um ciclo independente de
raiva em canideos silvestres na regido Nordeste do Brasil. Aparentemente, o agente teve
origem nos cdes domésticos, mas ja vem sendo mantido no meio silvestre ha algum tempo. O
cachorro-do-mato foi identificado como o principal reservatério dentre as espécies de canideo
silvestre da regido (CARNIELI et al., 2008), além de ter sido observado que a transmissao do
agente se da tanto dos animais domésticos para os silvestres como no sentido inverso
(CARNIELI et al., 2006; CARNIELI et al., 2008). Nas demais regides do pais, informagdes

sobre a exposi¢cdo dos canideos silvestres sdo insuficientes ou inexistentes. Existem ainda
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registros da doenga no estado do Ceara (BARROS; FREITAS; SOUZA, 1989), Paraiba
(GOMES 2004), Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (ARAUJO, 2002). Recentemente,
confirmou-se o papel dos canideos silvestres como reservatério do virus da raiva na regiao da
Paraiba, um fato preocupante para a Saude Publica uma vez que esses animais sdo
comumente criados como animais de estimagao (GOMES, 2004; BERNARDI et al., 2005).

O aumento da importancia dos canideos silvestres na epidemiologia da raiva nos
Gltimos anos se traduz nos dados do Ministério da Satde (informacdo pessoal'), onde
podemos observar uma diminui¢do significativa dos casos de raiva em caes domésticos em
contraposi¢do a um aumento acentuado nos registros de agressdes de animais silvestres a
pessoas. Em 1998 ocorreram 1746 casos de raiva em cdes em comparacdo a 67 casos em
2006. Ja o nimero de agressoes de canideos silvestres a pessoas saltou de dois, em 2000, para
1041, em 2005.

Além da ressaltada importancia para a Satde Publica, o virus da raiva representa uma
ameaga em potencial para a conservacao de canideos de vida livre. A introdu¢do de uma
doenca de alta letalidade pode trazer graves conseqiiéncias para populacdes de carnivoros
selvagens, principalmente aquelas pequenas e isoladas (GASCOYNE et al., 1993). Um
exemplo ¢ a hipdtese de que a raiva tenha sido responsavel pelo 6bito de quase metade de
uma populagio de lobos-da-etiopia (Canis simenses) (SILLERO-ZUBIRI; KING;
MACDONALD, 1996; LAURENSON et al., 1997). Nos anos subseqilientes, o agente
continuou representando uma ameaga importante para a espécie (RANDALL et al., 2006).
Outras espécies de canideos selvagens que tiveram declinio populacional em decorréncia da
raiva foram os lobos cinzentos, Canis lupus (WEILER; GARNER; RITTER, 1995) e os
cachorros selvagens africanos, Lycaon pictus (KAT et al., 1996, WOODROFFE et al., 1997;
HOFMEYR et al.; 2000).

2.2.4 Leishmania spp

As espécies de leishmania que ocorrem no Brasil causam duas doengas de importante
impacto em Saude Publica na América Latina: a leishmaniose visceral americana (LVA) e

tegumentar americana (LTA). A LVA atinge pelo menos uma duzia de paises na regido e tem

! Informagdo fornecida por Wada na Reunido dos Coordenadores Estaduais da raiva, em Brasilia, em 2007.
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importancia ainda maior no Brasil, que responde por 90% dos casos do continente (MILES et
al., 1999). Em nosso pais, sua ocorréncia predomina na regido nordeste, mas vem se
expandindo para o restante do pais. Nos ultimos anos, sua transmissao vem sendo descrita em
varios municipios, de todas as regides do pais, com excegdo da regido Sul. A doenca ja foi
registrada em 19 dos 27 estados brasileiros (BRASIL, 2006b). Mais de 4000 casos humanos
da doenga tem sido registrados anualmente no pais, sendo 5 a 10% destas pessoas vem a
obito (GOMES et al., 2007).

A LTA esta distribuida por todo o territdrio brasileiro, sendo que todos os estados do
pais j& apresentaram casos autdctones (BRASIL, 2007b). A média anual de casos autoctones
entre os anos de 1985 e 2005 foi de 28.568, sendo que entre 1988 e 2005 o numero de casos
por ano oscilou entre 20.000 e 36.000 (BRASIL, 2007b). Apesar de ndo ser considerada fatal,
a LTA pode causar lesdes mutilantes (LAINSON; SHAW, 2005).

O agente causador da LVA ¢ o protozoario Leishmania (Leishmania) chagasi
(também conhecido como L. infantum) que ¢ transmitido pela picada do mosquito-palha
(Lutzomyia longipalpis). O cdo doméstico é considerado o principal reservatério e o
programa de controle tem se baseado na eutandsia de cdes soropositivos e aplicacdo de
inseticidas de efeito residual (COURTENAY et al., 2002b). Outros mamiferos infectados
naturalmente sdo os canideos selvagens (DEANE; DEANE, 1954; DEANE; DEANE, 1955;
ALENCAR, 1961; LAINSON; SHAW; LINS, 1969; COURTENAY et al, 1996;
COURTENAY et al., 2002a) e marsupiais do género Didelphis (CABRERA et al., 2003).

Em relacdo aos canideos selvagens, Deane e Deane (1954) encontraram animais
parasitados com Leishmania chagasi. Estes canideos foram identificados como raposinhas-
do-campo (Pseudalopex vetulus). Courtenay et al. (1996) questionaram a identificagdo deste
reservatorio. Eles realizaram um estudo comparando medidas craniais e dentarias de cranios
de canideos coletados na mesma regido onde os animais foram capturados por Deane e Deane
(1954). Através da comparagdo deste material com cranios de Cerdocyon thous e
Pseudalopex vetulus de uma colegdo de referéncia, os cranios foram identificados como
pertencentes a espécimes de C. thous e os autores concluiram que este seria o tinico canideo
selvagem reservatorio da leishmaniose visceral na regido. Courtenay et al. (2002a) também
encontraram uma propor¢do significativa de cachorros-do-mato de vida livre naturalmente
infectados com o agente na regido amazonica, na regido de Marajd, no Para (26 positivos de
37 capturados).

Os causadores da LTA sio protozoarios do género Leishmania distribuidos em pelo

menos 15 espécies (LAINSON; SHAW, 2005). As principais espécies que ocorrem no Brasil
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sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) naiffi,
Leishmania (V.) shawii, Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Os vetores sao mosquitos flebotomineos da Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, de diversas espécies (BASANO;
CAMARGO, 2004). Dentre os possiveis reservatorios das diferentes espécies de leishmanias
causadoras da LTA sdo citados com grande freqiiéncia os roedores silvestres e, em menor
escala, marsupiais, edentados e carnivoros, além dos animais domésticos, como caes, gatos,
cavalos e mulas (LAINSON; SHAW, 2005). No entanto, a importancia de cada um destes
potenciais reservatorios ainda € pouco compreendida.

Curi, Miranda e Talamoni (2006) encontraram evidéncias de exposicao de lobos-
guaras e cachorros-do-mato a protozoarios do género Leishmania.

Estes estudos demonstram o possivel papel dos canideos selvagens na epidemiologia
das leishmanioses. No entanto, ¢ necessario um aprofundamento maior a este respeito,
inclusive com relacdo a participacdo de outras espécies de canideos e mesmo de
representantes de outras familias pertencentes a ordem Carnivora. Ao mesmo tempo, o
possivel impacto do protozoario sobre as populacdes de carnivoros selvagens ¢ ainda muito

pouco explorado (SILVA; MARVULLO, 2006).

2.1.5 Leptospira spp

Leptospira spp. ¢ uma espiroqueta patogénica, causadora da leptospirose, com mais
de 170 sorovares organizados em 19 sorogrupos (NIELSEN; ARMSTRONG; NIELSEN,
1989). A leptospirose ¢ uma doenga cosmopolita, de carater zoondtico, que acomete a
maioria dos mamiferos (THIERMANN, 1984). Ocorre no meio urbano, rural e silvestre. Sua
ocorréncia pode se caracterizar como epidémica ou endémica, influenciada por fatores
ambientais e pelas interagdes dos diferentes grupos animais (VASCONCELLOS, 1987). Os
sinais clinicos mais observados sdo espasmos musculares, incoordenacdo, ictericia,
hemoglobinuria, febre, perda de peso e vomitos (HORSH, 1999).

Animais de muitas espécies domésticas, assim como a maioria das espécies silvestres,
podem se tornar portadores, contribuindo assim para a dissemina¢ao do microrganismo na

natureza. A eliminagao da Leptospira pela urina dos portadores ocorre por periodos de tempo
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que podem variar de poucas semanas a varios meses, entre os animais domésticos, e por toda
vida no caso dos roedores (WEBSTER; ELLIS; MACDONALD, 1995).

Levantamentos soroldgicos em animais selvagens de cativeiro demonstram niveis
significativos de exposicdo destes animais. Corréa et al. (2004) diagnosticaram no Zoologico
de Sao Paulo 59 mamiferos positivos a sorologia dentre 302 testados (19,1 %). Os sorovares
encontrados como mais provaveis nos carnivoros foram pomona (12/17=70.5%) e
icterohaemorrhagiae (2/17=11.7%) na Familia Felidae, e grippotyphosa (1/17=5.8%) ¢
castellonis (2/4=50%) na Familia Canidae. Segundo Fedullo, carnivoros selvagens mantidos
em cativeiro podem, eventualmente, desenvolver os sinais clinicos (informagio verbal)'.
Farias, Silva e Pimentel (1999) descreveram um surto de leptospirose em ariranhas
(Pteronura brasiliensis) mantidas no zoologico de Brasilia.

Em relagdo aos mamiferos selvagens de vida livre, levantamentos por
sorodiagnoéstico, isolamento e caracterizagdo genética tém demonstrado o envolvimento de
diferentes espécies de carnivoros na epidemiologia da leptospirose. Em Ontario, Canada, 12
raposas vermelhas (Vulpes vulpes) foram positivas ao sorodiagnodstico de 100 individuos
testados, para os sorovares autumanalis e pomona (KINGSCOTE, 1986). No entanto,
isolados obtidos a partir de rins apenas detectaram a presenga de pomona. Em Illinois, EUA,
222 guaxinins norte americanos (Procyon lotor) dentre 459 amostrados (48%) foram
diagnosticados positivos ao sorodiagndstico para o agente, sendo 220 para o sorovar
grippotyphosa (MITCHELL et al., 1999). Amostras de urina de cinco dos animais
soropositivos foram positivas a cultura para o sorovar grippotyphosa. Em outro estudo
realizado com guaxinins em Nebraska (EUA), foi diagnosticada uma propor¢do menor de
individuos soropositivos (7/63), para grippotyphosa (6), bratislava (2) e pomona (1)
(BISCHOF; ROGERS, 2005). Neste mesmo estudo, 67 coiotes (Canis latrans) foram
testados e considerados negativos. Cirone et al. (1978) testaram amostras de diversas espécies
de mamiferos de vida livre capturados na Califérnia (EUA). Dentre os carnivoros, foram
testados e positivos ao sorodiagnostico coiotes (12/12, sorovares mais frequentes pomona e
autumnalis) guaxinins norte americanos (10/10, pomona e autumnalis), raposas cinzentas
(Urocyon cineroargenteus — 8/10, autumnalis), e pumas (Puma concolor — 1/2, australis).
Khan et al. (1991) amostraram 457 amostras de lobos em Minnesota (EUA) e encontraram 52
individuos soropositivos. Os sorovares mais freqlientes foram gryppotyphosa (24), bratislava

(18), autumnalis (15) e canicola (13).

lInforrna(;ﬁo fornecida por Fedullo em Sdo Paulo, em 2006.
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No Brasil, Mathias, Girio ¢ Duarte (1999) realizaram um levantamento soroldgico
para leptospirose em 17 veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus) do Pantanal Mato-
grossense, MS, e 24 do Parque Nacional de Emas, GO; 24% das amostras do Pantanal Mato-
grossense foram reagentes, contra os sorovares hardjo, wolffi ou mini. Nenhuma amostra do
Parque Nacional de Emas foi reagente. Girio et al. (2004) testaram 67 bois da raga bagua
(Bos taurus indicus), 39 porcos-monteiros (Sus scrofa), 39 bufalos (Bubalus bubalis), nove
quatis (Nasua nasua), 41 veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus), 10 veados-mateiros
(Mazama americana) e 110 ovinos (Ovis aries), na regido pantaneira de Nhecolandia,
Corumbd, MS. Sessenta e quatro animais foram positivos (20,3%), com indices mais altos
para os bois (41%) e bufalos (40,3%). Souza Junior et al. (2002) amostraram 427 individuos
de diversas espécies de mamiferos silvestres resgatados durante o enchimento de uma
barragem em Tocantins. Foram positivos ao sorodiagnostico 46 de 286 macacos-prego
(Cebus apella), 2/82 bugios (Allouata caraya), 4/31 quatis (Nasua nasua) e 2/10 cachorros-
do-mato (Cerdocyon thous).
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3 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo descritos a area de estudo, os métodos de captura e os métodos

utilizados nas analises laboratoriais.

3.1 AREA DE ESTUDO

A Reserva Particular do Patrimdénio Natural do SESC Pantanal (RPPN — SESC
Pantanal), com aproximadamente 106.000 hectares, situa-se no municipio de Bardo de
Melgaco entre as coordenadas geograficas 16° - 17° S e 56° - 57° W, a cerca de 150 km de
Cuiaba, capital do estado de Mato Grosso (Figura 1).

A Reserva apresenta um mosaico de vegetacao, constituido de varias fitofisionomias
tipicas do pantanal. Estas sdo caracterizadas como Campo de Murundus, Cerrado sensu
stricto, Cerraddo, Mata Ciliar, Mata Seca com Taboca (Guadua sp.), Mata Seca com Acuri
(Scheelea phalerata), Campos Arbustivos com capim alto, Formag¢des Arbustivas, Caapao,
Cambarazal e Cordilheiras, entre outras menos representativas (informagdo verbal)'.

O clima da regido apresenta duas estagcdes bem definidas, uma chuvosa (outubro a
margo) e outra seca (abril a setembro) sendo do tipo Aw na classificacdo de Kdppen
(NIMER, 1989). A precipitacdo pluviométrica anual oscila entre 1.000 e 1.400mm
(informagdo verbal)®, apresentando relevo essencialmente plano, com solos arenosos e
argilosos, de forma alternada e descontinua (ALLEM; VALLS, 1987).

Em virtude da dimensdo e caracteristicas peculiares dos habitats da RPPN, esta area
pode ser considerada de grande importancia para estudos e conservacdo dos carnivoros

selvagens, especialmente na regido do Pantanal.

"LIMA, em Bario de Melgago, MT, em 2004.
2 HASENACK; CORDEIRO, em Bario de Melgago, MT, em 2003.
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3.2 CAPTURA DOS CARNIVOROS SELVAGENS E COLETA DAS AMOSTRAS

Para a captura das ongas-pardas foi utilizada a técnica de perseguicdo com caes
farejadores. Nesta, membros da equipe saiam ao clarear do dia percorrendo as estradas
proximas ao Posto de Prote¢do Ambiental (PPA) onde estivéssemos sediados, a procura de
vestigios de ongas, como pegadas ou fezes, por exemplo. Ao achar algum destes vestigios, os
cdes eram colocados para farejar, na tentativa de fazé-los encontrar a trilha por onde a onga
havia passado através do olfato. Quando conseguiam localiza-la, os caes perseguiam-na até
que ela subisse em uma arvore. Neste momento o dardo anestésico era preparado e atirado na
musculatura do membro posterior do animal com o auxilio de um rifle de ar comprimido.

As demais espécies de carnivoros silvestres foram capturadas através de armadilhas
do tipo gaiola, iscadas com carne bovina ou de frango, crua ou levemente assada. As
armadilhas foram colocadas ao longo das estradas, nas proximidades do PPA no qual
estivéssemos hospedados naquela ocasido. Este procedimento foi embasado na frequente
utilizagdo das estradas da RPPN pelos animais silvestres (TROLLE; KERY, 2005), ja que
estas sdo pouco utilizadas por veiculos motorizados. Todos os animais foram marcados
através da coloca¢do de um microchip sub-cutineo, para identificagdo em uma eventual
recaptura.

Para os lobos-guards, maos-peladas, cachorros-do-mato, cachorros-vinagres e
jaguatiricas foram realizadas em média duas campanhas de captura de aproximadamente 10
dias nas proximidades de cada PPA, na tentativa de conseguir uma amostragem
espacialmente completa da RPPN. No entanto, houve um viés de esforco na regido central da
RPPN, onde se localiza o PPA Sao Luiz, devido a questdes logisticas. Desta forma, apesar de
todos os PPAs terem sido amostrados, o PPA S3ao Luiz recebeu um esforgo
consideravelmente maior do que os demais.

As coletas de amostras em ongas-pardas foram realizadas apenas no inicio dos
trabalhos, em 2002 e 2003, devido a maior dificuldade e gastos elevados para sua realizagao.
Nesta época havia interesse nas capturas de individuos desta espécie por parte da
administracdo da RPPN para a colocagdo de radios-colares para a realizagdo de um projeto
envolvendo estudo da ecologia da espécie e turismo-cientifico e, desta forma, este
procedimento foi financiado e incentivado pelo SESC. Estas capturas tiveram uma
distribuicdo ampla dentro da RPPN pela diferenca na técnica de captura desta espécie. As

ongas-pardas também se diferenciam das outras espécies capturadas pelo fato de terem uma
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area de vida significativamente maior, o que possibilita que, mesmo um individuo que tenha
sido capturado numa regido mais central da reserva, possa utilizar areas externas a RPPN,
aumentando sua chance de contato com os animais domésticos.

Os cdes domésticos de quatro comunidades localizadas nas proximidades da RPPN
SESC Pantanal — Retiro, Sdo Pedro de Joselandia, Pimenteira e Colonia Santa Isabel (Figura
1) - tiveram seu sangue coletado para realizagdo dos mesmos testes diagnosticos realizados
nos carnivoros selvagens, mediante autorizagdo verbal de seus proprietarios. Foi realizada
contencdo fisica para pungdo da veia cefalica dos cdes para a coleta. Também foram
coletadas amostras dos eqiiinos que sdo utilizados para deslocamento na RPPN,
especialmente na época de cheia, quando veiculos motorizados ficam impossibilitados de
transitar.

Para a colheita do material bioldgico, os carnivoros foram anestesiados com cloridrato
de tiletamina e cloridrato de zolazepam (Zoletil 50®), na dosagem de 5 a 10 mg/kg,
considerando estimativa de peso.

O sangue foi retirado através de pun¢ao venosa da veia cefalica ou jugular através de
tubos a vacuo sem aditivos e tubos com citrato de sodio, para alguns individuos. O soro foi
separado por centrifugacdo, dividido em aliquotas de 0,5 a 1 mL e, em seguida, congelado a
20°C negativos. Os coagulos resultantes dos tubos em que o soro havia sido retirado também
foram acondicionados em tubos criogénicos e congelados, assim como o sangue total com

citrato de sddio, separado em aliquotas de 1,5 ml, aproximadamente.

3.3 ANALISES LABORATORIAIS

Nesta sub-secdo sdo descritos os métodos empregados para a deteccdo de anticorpos
anti-CDV, anti-parvovirus, anti-virus rabico, anti-Leptospira spp e para a detecgdo de

Leishmania spp.
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3.2.1 Deteccio de anticorpos anti-CDV

Para a deteccdo de anticorpos contra a cinomose no soro dos animais capturados foi
realizada a técnica de soroneutralizagdo microscopica (APPEL; ROBSON, 1973), adaptada
para a utilizagdo de fibroblastos de embrides de galinha (BIAZZONO; HAGIWARA;
CORREA, 2001), células utilizadas no laboratério do setor de “Controle de Qualidade” da
empresa BIOVET, que gentilmente cedeu sua estrutura laboratorial e auxilio técnico para a
realizacdo deste diagnostico sorologico para o presente estudo.

As amostras de soro conservadas a -20 °C foram descongeladas e inativadas a 56°C
em banho-maria por 30 minutos. Foram utilizadas placas de 96 orificios de fundo chato sem
células para a diluicdo seriada dos soros a serem analisados, de forma que cada orificio da
placa continha apenas 50 pL de meio 209 acrescido de gentamicina (0,625 g/mL) e, no
primeiro orificio foram adicionados 50 pL do soro inativado.

A seguir realizou-se a dilui¢dao seriada na base 2, com o uso de pipeta multicanal,
perfazendo dez dilui¢des (1:2 a 1:1028).

Ao virus previamente liofilizado (cepa Lederle BIOVET adaptada a cultura de
fibroblastos de embrides de galinha) foram adicionados 10 ml de meio 209, obtendo-se uma
suspensao considerada diluicdo mae; em seguida adicionou-se 4 ml desta dilui¢do a 36 ml de
meio 209, obtendo-se assim a suspensdo 107, realizando-se o mesmo procedimento para a
obtencdo das dilui¢des 1072 e 10, tendo, a 100 TCIDsy, sido encontrada na dilui¢do mée.

As microplacas sem células e com o soro diluido foram adicionados 50 pl da
suspensao viral contendo 100 TCIDsy.

Realizou-se a agitacdo cuidadosa das placas para a homogeneizagdao da mistura virus-
soro e as mesmas foram colocadas em estufa umida a 37 °C, com 3% de CO; por uma hora.
Em seguida, foram acrescentados 100 pl de suspensdo de fibroblastos de embrides de
galinha, contendo aproximadamente 50.000 células. As microplacas foram incubadas em
estufa imida a 37 °C, com 3% de CO; por cinco dias.

Cada placa continha controle de células e controle de virus, além do soro padrdo e
eram observadas em microscopio invertido diariamente para a visualiza¢do dos controles.

Decorridos cinco dias, as placas foram lidas em microscopio invertido para verificar a
presenca ou auséncia de efeito citopatico que, quando presentes, indicavam a auséncia de
anticorpos em titulos suficientes para neutralizar o virus e, assim, impedir sua replica¢do pelo

tapete celular. O titulo para o CDV foi determinado como o inverso da maior dilui¢do que
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determinou prote¢do completa do tapete celular (100%), considerado como ponto final

(HOOVER; BALDWIN; RUPPRECHT, 1989).

3.2.2 Detecciio de anticorpos anti-parvovirus

Para a deteccdo de anticorpos contra o Parvovirus no soro dos animais capturados foi
realizada a técnica de inibi¢do da hemaglutinagio (HI — CARMICHAEL; JOUBERT;
POLLOCK, 1980) no Laboratério de Imunodiagnostico aplicado a Enfermidades Infecciosas
dos Animais do Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu.

As amostras de soro conservadas a -20 °C foram descongeladas. Foram separados 100
ul e inativados a 56°C em banho-maria por 30 minutos. Ao soro inativado foram acrescidos
900 pl de tampao borato salina (PBS), resultando em uma diluicdo da amostra a 1:10. Em
seguida foram adicionados 100 pl de suspensdo a 50% de hemacias de suino para inativagao
de hemaglutinantes inespecificos. Esta mistura foi entdo incubada por 2 horas a temperatura
ambiente. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos para
a retirada dos eritrocitos e o sobrenadante foi separado para a realizagdo do teste.

Em uma placa de 96 orificios com fundo em “U”, colocamos 50 pl do soro tratado na
primeira coluna. Nas colunas 2 a 8, foram colocados 25 pl de PBS. Em seguida, foram
realizadas dilui¢des dos soros na base 2, de 1:10 até 1:1280. Em seguida, 25 pl de virus
atenuado da vacina Parvoguard — L (Solvay Saude Animal Ltda., Brasil) contendo 8 unidades
hemaglutinantes (UHA) foram acrescentados a todos os orificios. As placas foram entdo
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Apos este periodo, foram acrescentados 50 pl
de suspensdo de hemadcias a 1% em PBS com soro albumina bovina (0,1%). Os testes foram
incubados em geladeira por 24 horas e em seguida realizamos a leitura das placas. Foram
considerados positivos para exposi¢cdo ao Parvovirus os animais para os quais foi observada a

~ .\

formag¢do do “botdo” de hemadcias na diluicdo 1:80, ou seja, onde ocorreu inibi¢do pelo soro
da hemaglutinagdo que seria propiciada pelo antigeno. O titulo de anticorpos foi considerado
o inverso da maior diluicdo das amostras de soro que foi capaz de inibir a hemaglutinagdo. Os
animais para os quais houve inibicdo da hemaglutinacdo pelo soro entre as dilui¢des 1:10 e
1:40 foram considerados suspeitos. Em cada lote de placas foram incluidos controles do

antigeno, de hemacias, de uma amostra de soro sabidamente positiva e de soro negativo. As
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amostras foram testadas em duplicata e, no caso de resultados incompativeis, o procedimento

foi repetido.

3.2.3 Detecciio de anticorpos anti-virus rabico

Para a detec¢do de anticorpos contra a raiva foi realizado o microteste simplificado de
inibicdo de focos fluorescentes (SFIMT) (FAVORETTO et al., 1993), desenvolvido pelo
Instituto Pasteur de Sdo Paulo. Esta ¢ uma técnica simplificada para a detec¢do de anticorpos
neutralizantes nos soros testados que apresenta resultados semelhantes aos obtidos quando da
realizagdo da inibicdo fluorescente-focal rapida (RFFIT), descrito por Smith, Yager e Baer
(1996) (CHAVES et al., 2006). O teste foi realizado no laboratorio de sorologia do Instituto
Pasteur (SP).

As amostras de soro conservadas a -20 °C foram descongeladas e inativadas a 56 °C
em banho-maria por 30 minutos. Foram realizadas duas séries de seis diluigdes do soro
padrdo (200 unidades internacionais por mililitro - Ul/ml), uma com dilui¢do inicial de
1:2000 e a outra 1:3000.

Uma série de seis pogos foi utilizada para cada amostra de soro. No 1° pogo de cada
fileira, foram colocados 20 pul do soro inativado juntamente com 180 uL de meio Eagle
basico, a fim de se atingir uma diluicdo 1:10. Nos demais pocos, foram adicionados 100 pl de
meio. Ap6s homogeneizar o conteudo do 1° pogo, sdo transferidos 100 pl para o 2° pogo,
onde o conteido é novamente homogeneizado para ser transferido para o 3° pogo e assim
segue-se até chegar ao 6° poco, quando os 100 pl finais sdo desprezados. Desta forma, os
soros foram diluidos de 1:10 até 1:320.

Foram adicionados 50 puL de virus PV (“Pasteur Virus”) em todos os pogos, em
dilui¢do pré-determinada suficiente para infectar 80% das células. Também foi realizada a
titulagdo do virus de 2:1 a 1:4, a partir da diluicao utilizada na placa.

As microplacas foram incubadas a 37°C, em estufa a 5% de CO,, por 1 hora. Em
seguida, foram adicionados 50uL de suspensdo de células BHK-21 (10.000 células/poco).
Entdo, as placas foram incubadas novamente durante 24 horas.

O meio de cultura foi aspirado cuidadosamente com bomba a vacuo para que o tapete
celular pudesse ser fixado com 200 pl de acetona 80%, gelada. Apds 15 minutos em banho de

gelo, a acetona foi desprezada e as placas foram secas. Em seguida, foram adicionados 40 pl
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de conjugado anti-radbico, produzido no Instituto Pasteur, em dilui¢do 1:120, e as placas
foram incubadas por 1 hora.

As placas foram entdo lavadas duas vezes por imersao em PBS e quatro vezes em
agua destilada. Depois de secas, foram adicionados 50 pl de glicerina tamponada. Procedeu-
se em seguida a leitura das placas em microscopio de fluorescéncia.

Os resultados correspondem a dilui¢do onde ocorre decréscimo de 50% de infecgdo,
ou seja, o pogo em que metade das células encontram-se infectadas pelo virus (fluorescente) e
outra metade ndo (fundo escuro), indicando, assim, que hd uma concentracdo significativa de
anticorpos neutralizantes no soro. Vale lembrar que leituras intermedidrias (entre um pogo e
outro) também podem ser feitas.

Para a obteng¢do do titulo soroldgico, a dilui¢do em que o soro padrdo apresenta 50%
de decréscimo de infecgdo servira de base para o calculo de cada amostra testada, uma vez
que o titulo do soro padrdo ¢ conhecido. Dessa forma, através de regra de trés, comparamos
os resultados obtidos com o soro padrdo e o soro problema, resultando no titulo sorologico
em Ul/ml.

Como o titulo do soro padrdo ¢ sempre constante, pode-se obter o titulo do soro
problema, localizando a diluicdo onde o soro problema e o soro padrao neutralizaram 50% da
infeccdo e observando a intersec¢do dos resultados na tabela 1. Por exemplo, se a leitura do
soro padrdo indicar a dilui¢do onde ha decréscimo de 50% de infec¢@o na dilui¢ao 1:32000,
este valor servird de base para o calculo dos titulos de todas as amostras seguintes. Se a
leitura de uma amostra apontar para o terceiro poco (diluicao 1:40), o seu titulo serd de 0,20
UI/mL, assim como, se na amostra seguinte, a leitura indicar o quarto pogo (dilui¢ao 1:80), o
titulo dessa amostra sera de 0,40 UI/mL.

Consideramos que um animal ndo vacinado teve contato com o virus rabico quando

seu titulo foi igual ou superior a 0,10 Ul/mL.
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Tabela 1 — Valores de referéncia para comparagdo entre as diluigdes onde os soros pesquisados
neutralizaram 50% da fluorescéncia e a dilui¢do na qual o soro padrio neutraliza 50% da
fluorescéncia, para o calculo do titulo soroldgico em Ul/mL

Dilui¢ao do Soro Padrao

Poco 50% de Dilui¢ao da 1: 1: 1: l: 1:
infecgao amostra 12.000 16.000 24.000 32.000 48.000
1 1:10 0,13 0,10 0,07 0,05 0,03
1/2 1:15 0,20 0,15 0,10 0,08 0,05
2 1:20 0,27 0,20 0,13 0,10 0,07
2/3 1:30 0,40 0,30 0,20 0,15 0,10
3 1:40 0,53 0,40 0,27 0,20 0,13
3/4 1:60 0,80 0,60 0,40 0,30 0,20
4 1:80 1,07 0,80 0,53 0,40 0,27
4/5 1:120 1,60 1,20 0,80 0,60 0,40
5 1:160 2,13 1,60 1,07 0,80 0,53
5/6 1:240 3,20 2,40 1,60 1,20 0,80
6 1:320 4,30 3,20 2,13 1,60 1,07

3.2.4 Deteccio de Leishmania spp. e determinacgao das espécies detectadas

Para a detecgdo da Leishmania spp. em amostras de sangue total ou coagulo, foi
utilizada a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) realizada no Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular do Departamento de Apoio, Produ¢do e Satde Animal da Faculdade de
Odontologia da UNESP, Campus Aragatuba. A utilizagdo de primers na PCR que amplificam
fragmentos de acido desoxirribonucléico (DNA) de kinetoplasto permite a deteccdo de
protozoarios do género Leishmania, ndo sendo possivel em principio determinar a espécie.
Inicialmente, foi realizada a extracdo do DNA através de técnica descrita por Sambrook et al.
(1989). Para isto, as amostras de sangue foram descongeladas e foram separadas em aliquotas
de 700 pl para o procedimento. Os coagulos também foram descongelados e em seguida
macerados. Apds o descongelamento, foram adicionados 800 pl de tampao SSC (standard
saline citrate — salina citrato padrao) e centrifugou-se o resultante por 2 minutos, a 14.000 g.

O sobrenadante foi descartado (1 ml) com posterior adi¢do de 1 mL de tampao SSC. Apos
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agitacdo, centrifugou-se por mais 2 minutos e removeu-se o liquido sobrenadante. Ao
sedimento obtido, adicionou-se uma solu¢do de lise contendo 375 ul de acetato de sodio
(0,2M), 25 ul dodecil sulfato de sodio-SDS (10%) e 5,0 pl de Proteinase K (20,0 mg/mL em
agua). Apds a adigdo destes reagentes, agitou-se vigorosamente a amostra e incubou-se a
56°C, por 2 horas. Nas amostras de codgulo este tempo de incubagdo foi aumentado para 3
horas, sendo que apds 2 horas, acrescentou-se novamente 5,0 ul de Proteinase K (20,0 mg/ml
em agua). Posteriormente, adicionou-se 400 pl da solugdo de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) e agitou-se vigorosamente por 30 segundos. Em seguida centrifugou-se
por 2 minutos, sendo o sobrenadante cuidadosamente removido e colocado em outro tubo de
1,5 ml. A camada aquosa obtida no passo anterior adicionou-se 1,0 ml de alcool etilico
absoluto gelado, misturando-os, por inversdo e em seguida incubando a amostra a 20°C
durante 15 minutos.

Apos incubagdo, centrifugou-se por 2 minutos e removeu-se o liquido sobrenadante
por decantagdo. Ao sedimento resultante adicionarou-se 180 pl de tampao TE, (10 mM Tris-
base, 1| mM EDTA, pH 7,5) agitando-se vigorosamente. Posteriormente, a amostra
permaneceu em banho-maria por 10 minutos, a 56°C. Decorridos 10 minutos, adicionaram-se
20 pl de acetato de sédio 2M e agitou-se vigorosamente a amostra por 5 segundos
adicionando-se, a solucdo, 500 pl de alcool etilico absoluto gelado. Misturou-se a amostra
cuidadosamente até atingir uma solu¢do homogénea. Em seguida, centrifugou-se por 2
minutos e removeu-se o liquido sobrenadante por decantagcdo. Ao sedimento foi adicionado
ImL de alcool etilico a 70%, a temperatura ambiente, e centrifugou-se por 1 minuto
removendo-se, logo apos, o liquido sobrenadante, por decantagdo. O material obtido no passo
anterior foi colocado em centrifuga a vacuo por 10 minutos a 37°C. Logo apds a secagem,
ressuspendeu-se o sedimento em 100 pl de tampao TE, estando dessa maneira o DNA pronto
para ser avaliado por espectrofotometria ou eletroforese.

Para a amplificagio do DNA foi realizada a PCR. Para tanto, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores descritos por Rodgers, Popper e Wirth (1990), que resultam em
amplificacdo de fragmento de 120 pares de base (pb) de DNA de kinetoplasto (kDNA) de
Leishmania spp.:

13A (5'-GTC GGG GAG GGG CGTTCT-3") e

13B (5'-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3")

As reagoes de PCR foram realizadas em duplicata, em tubos de polipropileno de 0,2
ml contendo tampdo da Taq Platinum DNA polimerase 1x (Invitrogen, Carlsbad, California),

200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM cada primer, 0,04 U de
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Taq DNA polimerase ¢ 5 pl de DNA, num volume final de 50 pl. As amostras foram
amplificadas em um aparelho termociclador com denaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos,
sendo seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para denaturacdao, 63°C por 45
segundos para anelamento, 72°C por 30 segundos para extensdo e 72°C por 5 minutos para
extensdo final. Em cada reagdo foram incluidos um controle positivo (DNA de formas
promastigotas de Leishmania chagasi mantidas em cultivo), um controle negativo (DNA de
sangue de cdo de area nao endémica para leishmaniose visceral canina e negativo para
anticorpos anti-Leishmania spp.) e um tubo controle com agua ultra-pura (sem DNA).

Os produtos da PCR foram analisados através de Eletroforese em gel de
poliacrilamida 8%, corados com nitrato de prata em tampao TAE x1, em cuba de eletroforese
horizontal a 80 V (~ 1 hora) e fotografados em luz UV.

O material genético extraido das amostras consideradas positivas a PCR para
Leishmania spp., foi encaminhado ao laboratério de Fisiologia de Tripanossomatideos,
Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo para a
determinacgdo da espécie de leishmania detectada. Para tanto, foi realizado neste material uma
PCR com os primers S4 (5-GATCCAGCTGCAGGTTCACC-3’) e SI2 (5’-
GGTTGATTCCGTCAACGGAC-3’), descritos por Uliana et al. (1994), que amplificam um
fragmento com 539 nucleotideos da pequena sub-unidade de DNA ribossomico (small
subunit ribosomal DNA - SSU rDNA). O material resultante da PCR foi entdo seqiienciado e
as seqiiéncias comparadas com aquelas descritas por Uliana et al. (1994), para a determinagao
da espécie ou grupo de leishmanias presentes nas amostras.

Para leishmanias do sub-género Viannia, a técnica de amplificagdo e seqiienciamento
da SSU rDNA apenas possibilita a identificacdo do grupo ¢ ndo de cada uma das espécies.
Desta forma, as amostras identificadas como positivas para este grupo foram submetidas a
PCRs com primers que amplificam fragmentos do gene que codifica para a enzima glicose-6-

fosfato dehidrogenase (G6PD), descritos por Castilho, Shaw e Floetter-Winter (2003).

3.2.5 Deteccio de anticorpos anti-Leptospira spp

Para deteccdo das aglutininas anti-leptospira foi realizada a técnica de soroaglutinagao

microscopica (MAT), descrita por Faine (1982), com uma colecdo de antigenos vivos que
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inclui 25 variantes sorologicas de Leptospira interrogans patogénicas e duas saprofitas
(Quadro 1).

Nesta técnica, antigenos cultivados em meio liquido sdo expostos a diluigdes seriadas
do soro dos animais. Leva-se em consideragdo para a titulagdo, a diluicdo mais alta que causa
aglutinacdo de 50% dos antigenos. A diluicdo inicial do soro ¢ de 1:100, a partir da qual as
amostras reativas sdo consideradas positivas. Em seguida, sdo realizadas diluigdes pareadas
para os antigenos que tiveram resultado positivo, para determinar anticorpos para quais
variantes estdo presentes na maior concentragdo. Os animais positivos para um sorovar tém,

freqlientemente, reacdo cruzada para outros sorovares.

Leptospiras patogénicas Leptospiras patogénicas
Sorogrupo Variante Sorol6gica Sorogrupo Variante Sorol6gica
Australis aust.rahs Javanica Javanica
bratislava
Autumnalis autumnalis Panama Panama
butembo
Ballum castellonis Pomona pomona
Fromm
. bataviae
Batavia brasiliensis Pyrogenes Pyrogenes
Canicola canic ola Sejroe hardjo
mini wolffi
Celledoni whitcombi Shermani Shermani
Cynopteri cynopteri Tarassovi Tarassovi
Grippotyphosa grippotyphosa Djasiman Sentot
Hebdomadis hebdomadis Leptospiras sapréfitas
N haci copenhageni Andamana Andamana
Ieterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae Seramanga Patoc

Quadro 1 - Antigenos utilizados na MAT para o sorodiagndstico para Leptospira spp. - Sdo Paulo -

2007
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3.3 ANALISE DOS DADOS

Por se tratar de um estudo descritivo, a analise dos dados esta baseada no calculo de
freqliéncias e respectivos intervalos de confianga, com o auxilio do programa MINITAB 14.
Paralelamente, as informagdes foram mapeadas para que pudéssemos caracterizar a
distribuicao espacial dos animais silvestres e domésticos positivos e negativos a exposicao
aos diversos agentes pesquisados, através do programa ArcGIS 9.0. Com o auxilio deste
mesmo programa, foram calculadas as distancias dos pontos de captura dos carnivoros
selvagens em relagdo a divisa da RPPN. Para cada agente patogénico para o qual realizamos
diagnostico neste estudo, foram calculadas as médias destas distancias para os animais
considerados positivos e para aqueles considerados negativos. Comparamos entdo estas
médias através do teste t, ou, quando os dados analisados ndo apresentaram distribui¢ao
normal ou variancias iguais, as distancias foram comparadas através do teste ndo paramétrico
U de Mann Whitney, também com o auxilio do programa Minitab 14. Desta forma,
procuramos determinar se 0s animais positivos estavam, em média, mais préximos ou mais
distantes da divisa da RPPN que os animais negativos, o que seria um indicativo do possivel
efeito do contato dos animais selvagens com a populacido de animais domésticos do entorno

da RPPN.
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4 RESULTADOS

Nesta secdo sdo descritos os resultados da amostragem dos carnivoros selvagens e
animais domésticos e dos diagndsticos laboratoriais. Trabalhos apresentados em eventos

cientificos com base em parte destes resultados encontram-se nos apéndices C, D ¢ E.

4.1 AMOSTRAGEM DOS CARNIVOROS SELVAGENS

Foram capturados 76 carnivoros selvagens entre janeiro de 2002 e agosto de 2006,
dentre eles 43 cachorros-do-mato, oito lobos-guaras, um cachorro-vinagre, 13 guaxinins, sete
ongas-pardas e quatro jaguatiricas. Todos tiveram amostras coletadas.

Foram coletadas amostras de 103 caes domésticos e de 27 eqiiinos.

As capturas de carnivoros selvagens e coletas de amostras nos caes domésticos estao

mapeadas na figura 2.

4.2 DIAGNOSTICOS LABORATORIAIS

Nesta sub-se¢do sdo descritos os resultados da detecgdo de anticorpos anti-CDV, anti-
parvovirus, anti-virus rabico, anti-Leptospira spp e da detecgdo de Leishmania spp para os
carnivoros selvagens e cdes domésticos. Os resultados individualizados estdo disponiveis nos

apéndices A e B.

4.2.1 Deteccao de anticorpos anti-CDV

Os resultados da soroneutralizagdo microscopica para as amostras dos carnivoros
selvagens para a titulacdo dos anticorpos que neutralizam o virus da cinomose estdo

representados na tabela 2.
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A freqiiéncia de carnivoros selvagens positivos para a presenca de anticorpos contra o

virus da cinomose foi de 28% [18,24; 39,56].

Tabela 2 - Lista das espécies de carnivoros selvagens testadas para a presencga de anticorpos contra o
virus da cinomose, variagao dos titulos obtidos, nimero de individuos positivos, nimero

de individuos testados e porcentagem de animais positivos por espécie

Variacao dos

Espécie , Positivos Testados % Positivos
titulos
Cerdocyon thous 8-64 12 43
Chrysocyon brachyurus 16-32 3 8
Procyon cancrivorous 16-64 2 13
Puma concolor 8 1 7
Leopardus pardalis 32-64 3 4
TOTAL 21 75

A média da distancia do local de captura dos carnivoros selvagens considerados

positivos para a exposi¢do ao virus da cinomose foi de 3648,24 metros, enquanto a média dos

negativos foi de 4232,78 metros. A diferenga entre as médias, de 584,54 metros, ndo foi

considerada estatisticamente significativa através do teste U de Mann-Whitney (p = 0,640).

Dentre os 69 cades domésticos amostrados, 56 (81,16%) foram soropositivos para

cinomose [71,70; 90,62].

A distribuicdo espacial destes resultados esta ilustrada na figura 3.
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4.5.2 Detecciio de anticorpos anti-parvovirus

Os resultados do teste soroldgico de inibi¢do da hemaglutinagdo nas amostras dos
carnivoros selvagens para a titulacdo dos anticorpos que combatem o parvovirus estdo
representados na tabela 3.

A freqiiéncia de carnivoros selvagens positivos para a presenga de anticorpos contra o

Parvovirus Canino foi de 92,11% [85,90; 98,31].

Tabela 3 - Lista das espécies de carnivoros selvagens testadas para a presencga de anticorpos contra o
Parvovirus Canino, variagdo dos titulos obtidos, numero de individuos suspeitos
(10>Titulo>40), numero de individuos positivos (Titulo>80), nimero de individuos
testados e porcentagem de animais positivos por espécie

Variacao Suspeitos  Positivos %
Espécie Testados

dos titulos (10>T>40) (T=80) Positivos
Cerdocyon thous 0-320 0 42 43 97,67
Chrysocyon brachyurus 40-160 1 7 8 87,5
Procyon cancrivorous 40-320 3 10 13 76,92
Puma concolor 80-160 0 7 7 100
Leopardus pardalis 40-160 1 3 4 75
Speothos venaticus 160 0 1 1 100
TOTAL 0-320 4 70 76 92,11

A média da distancia do local de captura dos carnivoros selvagens considerados
positivos para a exposi¢ao ao parvovirus foi de 3969 metros, enquanto a média dos negativos
foi de 4514,8 metros. A diferenca entre as médias, de 545,8 metros, ndo foi considerada
estatisticamente significativa através do teste U de Mann-Whitney (p = 0,396).

Dentre os 102 caes domésticos amostrados, 98 (96,08%) foram soropositivos para o
parvovirus canino [92,25; 99,91].

A distribuicdo espacial destes resultados esta ilustrada na figura 4.



51

snirAoATed o ered €130[010S B SOANRIIU 9 SOANISOd SOI1ISQWIOP SOBO 9 SUIFBA[SS SOJOATUIRD SOP WAFBIISOWR I (8O0 — § BINSI

OS3S Nddd anwr
01S0d y
[e10H [
apeplunwo) N

sepensa

sonjefau AdD sansan|s °

soAlsod AdD SanSaAs o

soApisod AdD soed °

sonpeBau AdD soed )
epuabaT

U —— ey (5
\..' «:.. Wy

e EIUES 180
x - .

—

Hg - 0ss0I9 Ore

snianonred o
eled oonsoubeipolos
op sopelnsas sop edew
- [euelued OS3S Nddd




52

4.5.3 Deteccao de anticorpos anti-virus rabico

Os resultados do SFIMT para as amostras dos carnivoros selvagens para a titulagao
dos anticorpos anti-virus rabico estdo representados na tabela 4.
A freqiiéncia de ocorréncia de carnivoros selvagens positivos para a presenca de

anticorpos contra o virus da raiva foi de 5,26% [0,13; 10,40].

Tabela 4 - Lista das espécies de carnivoros selvagens testadas para a presencga de anticorpos contra o
virus da raiva, varia¢ao dos titulos encontrados, numero de individuos positivos, nimero
de individuos testados e porcentagem de animais positivos por espécie

Variacao dos

Espécie itulos Positivos Testados % Positivos
Cerdocyon thous 0-0,20 Ul/mL 1 43 2,33
Chrysocyon brachyurus < 0,07 Ul/mL 0 8 0
Speothos venaticus 1,60 UI/mL 1 1 100
Procyon cancrivorous 0-0,27 Ul/mL 1 13 7,69
Puma concolor 0-0,10 UI/mL 1 7 14,29
Leopardus pardalis < 0,07 UI/mL 0 4 0
TOTAL 4 76 5,26

A média da distancia do local de captura dos carnivoros selvagens considerados
positivos para a exposi¢ao ao virus da raiva foi de 1752,5 metros, enquanto a média dos
negativos foi de 4140 metros. A diferenga entre as médias, de 2387,5 metros, ndo foi
considerada estatisticamente significativa através do teste U de Mann-Whitney (p = 0,075).

Em relacdo aos cdes domésticos, 27 foram considerados positivos (26,47%) dentre
102 animais testados [17,76; 35,58].

A distribuicdo espacial destes resultados esta ilustrada na figura 5.
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4.5.4. Deteccao de Leishmania spp

Foram encontrados sete carnivoros selvagens positivos para a presenga de Leishmania
spp. dentre os 16 testados (4/9 C. thous, 1/4 P. cancrivorous, 1/2 C. brachyurus, 1/1 L.
pardalis), resultando em uma freqiiéncia de 43,75% [16,45; 71,05].

A média da distancia do local de captura dos carnivoros selvagens considerados
positivos para a exposi¢do a Leishmania spp. foi de 3295,43 metros, enquanto a média dos
negativos foi de 4005 metros. A diferenga entre as médias, de 709,57 metros, ndo foi
considerada estatisticamente significativa através do teste U de Mann-Whitney (p = 0,125).

Entre os cdes domésticos, 20 foram positivos de 70 amostrados (28,57%) [17,72;
39,42].

A distribui¢do espacial destes resultados estd ilustrada na figura 6.

A determinacdo das espécies de leishmania detectadas identificou que todas as
amostras pertencem ao sub-género Viannia, sendo que as duas amostras (uma de cdo
doméstico ¢ uma de C. thous) para as quais foi possivel determinar a espécie, foram

identificadas como Leishmania (V.) braziliensis.

4.5.5 Deteccio de anticorpos anti-Leptospira spp.

Os resultados do MAT para as amostras dos carnivoros selvagens para a titulagdo dos
anticorpos anti-Leptospira spp. estdo representados na tabela 5.

A freqiiéncia de carnivoros selvagens positivos para a presenca de anticorpos anti-
Leptospira spp. foi de 42,67% [31,21; 54,12].

Em relacdo aos cdes domésticos, 18 foram considerados positivos (17,48%) dentre
103 animais testados [10,02; 24,93]. As variantes soroldgicas mais provaveis foram:
pyrogenes (8 animais), autumnalis (3), hebdomadis (2), canicola (2), wolfii (1),
icterohaemorrhagiae (1), hardjo (1) e sentot (1).

Para os eqiiinos utilizados na RPPN, 20 foram positivos entre 27 testados, resultando
em uma freqiiéncia de 74,07% [53,72; 88,89]. As variantes soroldgicas mais provaveis foram:
icterohaemorrhagiae (5), autumnalis (4), bratislava (3), patoc (3), hebdomadis (2), pomona

(1), pyrogenes (1) e castellonis (1).
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Tabela 5 - Lista das espécies de carnivoros selvagens testados para a presenca de anticorpos anti-
Leptospira spp., variacdo dos titulos encontrados, niimero de individuos positivos,
numero de individuos testados, porcentagem de animais positivos por espécie e variantes

sorologicas mais provaveis

- - o - . -
Espécie Varlflgao Positivos  Testados A) Variantes Sorf)loglcas mais
dos titulos Positivos provaveis
autumnalis (6), canicola (5),
Cerdocyon thous 0-3200 17 43 39,53 pyrogenes (4), pomona (1),
australis (1)
Chrysocyon brachyurus 0 - 800 3 8 37,5 canicola (1), Pyrogenes (@)
autumnalis (1)
. canicola (2),
Procyon cancrivorous 0-1600 6 12 50
pomona (2), pyrogenes (2)
Puma concolor 0-1600 2 7 28,57 a“t“r.””a"s (1),
bratislava (1)
Leopardus pardalis 0 - 800 3 4 75 canicola (1),
pomona (1), pyrogenes (1)
Speothos venaticus 800 1 1 100 autumnalis, pomona
canicola (9), pyrogenes (8),
TOTAL 32 75 42,67 autumnalis (8), pomona (4),

australis (1), bratislava (1)

A distribuicao espacial destes resultados esta ilustrada na figura 7.

A média da distancia do local de captura dos carnivoros selvagens considerados

positivos para a exposicdo a Leptospira spp. foi de 4781,91 metros, enquanto a média dos

negativos foi de 3440,21 metros. A diferenca entre as médias, de 1341,7 metros, foi

considerada estatisticamente significativa através do teste U de Mann-Whitney (p = 0,012).
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5 DISCUSSAO

Nesta secdo sdo discutidos os resultados obtidos para a exposi¢do de carnivoros
selvagens e animais domésticos ao virus da cinomose, parvovirus, virus da raiva, Leishmania

spp ¢ Leptospira spp.

5.1 VIRUS DA CINOMOSE

Os resultados obtidos indicam que os carnivoros selvagens foram expostos ao virus da
cinomose em algum momento de suas vidas. Adicionalmente, a freqiiéncia de caes
domésticos positivos na sorologia foi bastante elevada. Por tratar-se de exames soroldgicos
ndo podemos afirmar que o agente estivesse presente no organismo dos animais no momento
da captura. Também ndo podemos classificar os animais positivos a sorologia como animais
doentes. Inclusive, ao exame clinico, no momento da amostragem, nenhum dos carnivoros
selvagens apresentava sinais clinicos caracteristicos da cinomose. Os cdes domésticos
amostrados também ndo apresentavam sintomas da doenga. No entanto, a presenca de
animais positivos a sorologia sugere que o agente esta presente na regiao.

Este ¢ o primeiro relato de exposicdo de cachorros-do-mato, guaxinins, ongas-pardas e
jaguatiricas de vida livre ao CDV.

A cinomose ¢ uma doenca comum em caes domésticos. Durante epizootias da doenga
que causaram mortalidade de carnivoros selvagens na Africa, os cdes foram identificados
como sendo a origem mais provavel do agente (CLEAVELAND et al., 2000).
Provavelmente, no caso dos carnivoros da RPPN SESC Pantanal, a transmissdo deve ter
ocorrido dos caes domésticos para os carnivoros selvagens. A maior porcentagem de animais
positivos entre os domésticos reforga esta idéia: os caes estariam mantendo o virus circulante
em sua populacdo, como ¢ relativamente comum em populagdes de cdes domésticos, e
estariam transmitindo o agente através do contato com os carnivoros selvagens.

A média das distancias dos carnivoros selvagens capturados considerados negativos a
exposi¢ao ao virus foi superior a média dos positivos, o que poderia sugerir uma maior
chance de exposicdo para animais capturados em locais mais proximos da divisa da RPPN.

No entanto, ndo houve diferencga estatisticamente significativa. Este resultado pode ter sido
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influenciado pelo nimero de animais silvestres amostrados, que apesar de ter sido
relativamente alto em comparacdo com outros estudos envolvendo amostragem de carnivoros
selvagens, parece ndo ter sido estatisticamente suficiente. Outra alternativa que possibilita
explicar a auséncia de diferenca estatistica ¢ que o agente esteja sendo mantido e transmitido
entre os carnivoros selvagens. Desta forma sua ocorréncia estaria de fato distribuida de forma
mais uniforme na RPPN.

A presenga do virus da cinomose nos carnivoros selvagens na regido pode estar
causando um declinio na populagdo de carnivoros selvagens da RPPN através da mortalidade
de individuos adultos em idade reprodutiva (LEIGHTON et al., 1988), ou da mortalidade de
filhotes com idade de trés a seis meses, periodo de queda dos anticorpos maternos
(WILLIAMS, 2001), ou de ambos os fatores associados.

Pelo menos uma espécie tem demonstrado indicios de declinio populacional.
Comparando os anos de 2002 e 2003 com os de 2005 e 2006, observamos uma diminui¢ao
nos vestigios de lobos-guarads na RPPN. Também pudemos notar uma diminui¢ao acentuada
no sucesso de captura de individuos desta espécie. Outro fato ocorrido que reforca esta
possibilidade foi o 6bito de uma ninhada de filhotes de lobo-guara em 2003. Na época,
acompanhamos os 3 filhotes desta ninhada até os 3 meses de idade, quando eles morreram
sem que pudéssemos determinar a causa. No momento em que suas carcagas foram
recuperadas, ja estavam em estado avangado de autolise e ndo possibilitavam qualquer
diagnostico de acometimento por agente infeccioso. No entanto, também nao havia qualquer
sinal de predacdo por outros animais.

A percepcdo do aumento da mortalidade em carnivoros da fauna brasileira ¢
dificultada em nosso pais pelas caracteristicas dos nossos biomas. Isto ¢ particularmente
verdadeiro para o Pantanal, que ¢ formado por um mosaico de vegetacdo composto por matas
e campos, onde mesmo os ultimos sdo consideravelmente densos, dificultando a observagao
direta sobre os animais. Na RPPN SESC Pantanal este fato ¢ ainda mais acentuado do que em
outras areas do Pantanal, pois ¢ uma area protegida e a administragdo da reserva mantém, nos
periodos de seca, uma brigada de incéndio que tem como objetivo diminuir os impactos dos
incéndios na regido, aumentando assim a densidade da vegetacdo. Em contraposicdo a esta
situagdo podemos citar o exemplo da Africa, onde o tipo de vegetagdo predominante é a
savana, que, por ser bastante aberta, permite que os pesquisadores possam observar a fauna, e
os eventos que ocorrem com ela, com maior facilidade.

A freqiiéncia relativamente elevada de animais selvagens positivos para anticorpos

anti-CDV ¢, de certa forma, surpreendente, devido as caracteristicas ecoldgicas da maioria
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das espécies de carnivoros brasileiros, principalmente considerando o fato de que individuos
capturados em locais mais centrais da RPPN também apresentaram uma propor¢ao
importante de positivos. Os carnivoros da nossa fauna sdo geralmente solitarios,
territorialistas e ocorrem em baixas densidades populacionais. Estas caracteristicas sdo
desfavoraveis ao contato direto entre os individuos, que seria um fator predisponente para a
transmissdo deste virus. Isto ¢ acentuado se considerarmos que individuos capturados em
areas distantes do limite norte da RPPN, pertencentes a espécies com area de vida pequena,
portanto com poucas chances de contato com cdes domésticos, foram considerados positivos.
No entanto, podemos citar algumas excegdes importantes entre os carnivoros da nossa fauna.
Os cachorros-do-mato, por exemplo, vivem em densidades mais altas na regido, haja vista a
grande quantidade de individuos capturados durante o estudo. Eles também costumam viver
em casais, ou até mesmo em pequenos grupos familiares, formados pelos pais e pelos filhotes
de sua ultima prole, até o nascimento de outra ninhada, ou seja, por cerca de um ano. Desta
forma, é possivel inferir que esta espécie possa manter o agente circulando em sua populagdo
no meio silvestre, com episddios eventuais de transmissdo para individuos de outras espécies.
Outra excecdo importante sdo os cachorros-vinagres. Eles vivem em grupos familiares que
podem chegar a 12 individuos. Mas esta espécie, ainda que ocorra na regido, ndo ¢ tdo
abundante.

Para outras espécies que tem area de vida maior, como ¢ o caso de ongas-pardas e
lobos-guaras, ¢ maior a chance de contato com caes domésticos, ainda que alguns animais
tenham sido capturados em locais bastante distantes das comunidades localizadas ao norte da
reserva.

O provavel contato entre cachorros-do-mato que utilizam as areas proximas aos
aglomerados de casas dos moradores da comunidade e caes domésticos ¢ compativel com os
resultados de Courtenay, Quinnel e Chalmers (2001). Neste estudo, 22 cachorros-do-mato
dentre os 24 aparelhados com radios-colares visitaram vilas localizadas na regido amazdnica,
no estado do Maranhdo, demonstrando o alto potencial de contato entre os domésticos e
selvagens.

As medidas voltadas ao controle da circulacdo do CDV na regido passiveis de serem
implementadas no curto prazo sdo principalmente aquelas voltadas ao controle do agente nos

caes domésticos. Estas sdo discutidas de forma mais aprofundada na préxima se¢ao.



61

5.2 PARVOVIRUS

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que os cdes domésticos e o0s
carnivoros selvagens foram expostos ao parvovirus canino ou a um agente bastante
semelhante. Anticorpos anti-CPV ja haviam sido detectados anteriormente em lobos-guaras e
cachorros-do-mato de vida livre (CURI, 2005; DEEM; EMMONS, 2005; FIORELLO et al.,
2007). No entanto, para cachorros-vinagres, ongas-pardas, jaguatiricas e guaxinins de vida
livre, indicios de exposi¢do ao CPV sdo inéditos. No caso das ongas-pardas e jaguatiricas,
anticorpos para o parvovirus felino foram detectados em animais de vida livre capturados no
Brasil (FILONI et al., 2006), inclusive no Pantanal, no caso das ongas-pardas.

Inicialmente, ¢ importante que sejam esclarecidos os critérios utilizados para a
determina¢do do ponto de corte utilizado no presente estudo no diagndstico soroldgico para o
parvovirus, uma vez que este variou consideravelmente entre os diferentes estudos
consultados que utilizaram a técnica de HI para deteccdo de anticorpos para o agente, ainda
que todos eles tenham citado Carmichael, Joubert e Pollock (1980) como referéncia para a
técnica. A maioria dos autores considerou como positivos animais para os quais a amostra de
soro na diluicdo de 1:10 foi capaz de inibir a aglutinagdo das hemacias de suinos
(COURTENAY; QUINNEL; CHALMERS, 2001; DEEM; EMMONS, 2005; FIORELLO et
al., 2004; FIORELLO et al., 2007). Curi (2005) adotou a dilui¢cao de 1:20 como ponto de
corte. Outros artigos utilizam pontos de corte consideravelmente distantes destes anteriores:
Mech e Goyal (1993) consideraram a diluicdo de 1:320 e Alexander et al. (1994), 1:256.
Dilui¢cdes muito baixas utilizadas como ponto de corte podem ocasionar resultados falso-
positivos, uma vez que, no caso da utilizagdo da técnica de HI para a sorologia para os
parvovirus, inibidores inespecificos da hemaglutinagdo podem estar presentes no soro,
podendo influenciar no resultado (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980). Por outro
lado, a utilizacdo de diluigdes muito altas pode levar a um nimero elevado de resultados
falso-negativos, ja que animais que de fato foram expostos ao agente podem eventualmente
ser considerados negativos. Camichael, Joubert e Pollock (1980), ao descrever a técnica,
mencionam que os inibidores inespecificos da hemaglutinagdo costumam estar presentes no
soro apenas até a diluicdo de 1:80. Desta forma, decidimos utilizar esta diluicdo como ponto
de corte para considerar individuos positivos para a exposi¢ao, considerando ainda os animais

que apresentaram reagdo entre as diluicdes 1:10 e 1:40 como suspeitos.
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Conforme citado anteriormente na descri¢do da sorologia para o parvovirus, o
antigeno utilizado foi o CPV. No entanto, ndo ¢ possivel afirmar que os anticorpos presentes
nas amostras que apresentaram reacao positiva ao HI foram produzidos em reacdo a
exposi¢do exclusivamente a esta espécie de parvovirus. Outras espécies de parvovirus, como
o FPV ou o0 MEV, podem estar presentes na regido e podem levar a produ¢do de anticorpos
que reajam com o antigeno utilizado no teste. Apesar das diferentes espécies de parvovirus
terem sido batizadas de acordo com os hospedeiros nos quais elas ocorrem mais comumente,
esta nomenclatura pode causar confusdo no entendimento de sua epidemiologia. O FPV, por
exemplo, pode eventualmente infectar canideos, assim como o CPV pode infectar felideos
(BARKER; PARRISH, 2001). Para se ter certeza de quais parvovirus exatamente estao
presentes na populagdo de carnivoros da regido, seria necessario caracterizar geneticamente o
agente através de métodos moleculares, ou conseguir o seu isolamento, e entdo caracteriza-lo
bioldgica e antigenicamente (BARKER; PARRISH, 2001). No entanto, ¢ importante citarmos
que seis ongas-pardas para as quais havia sido realizado o diagnoéstico soroldgico para o FPV
com resultado negativo (FILONI et al., 2006), tiveram anticorpos anti-CPV detectados no
presente estudo.

O parvovirus ¢ um agente relativamente resistente no ambiente (GORDON;
ANGRICK, 1986) e quando introduzido em uma regido tende a persistir. Desta forma,
levando em consideragdo os resultados dos caes domésticos, indicando a circulacdo do agente
na populacao destes animais nas comunidades humanas localizadas no entorno da RPPN, o
encontro de titulos de anticorpos para o parvovirus ndo ¢ um fato surpreendente.
Adicionalmente, os resultados positivos dos carnivoros por nos capturados para a exposi¢ao
ao virus da cinomose, agente labil no ambiente, que requer contato direto para sua
transmissao, demonstram uma alta probabilidade de que exista um contato relativamente
proximo entre os caes domésticos e carnivoros selvagens na regido e, possivelmente, entre as
diferentes espécies de carnivoros que ocorrem nesta area. No entanto, a alta freqiiéncia de
animais selvagens positivos para a presenga de anticorpos anti-CPV ¢ um fato preocupante no
que diz respeito a sobrevivéncia da populagdo de carnivoros em médio e longo prazo.

A média das distancias dos carnivoros selvagens capturados considerados positivos a
exposicdo ao virus foi superior a média dos negativos. No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa e, portanto, ndo podemos descartar que esta diferenca tenha
ocorrido devido a uma variabilidade aleatéria da amostra. Este resultado pode estar
relacionado 4 caracteristica dos parvovirus de serem resistentes no ambiente (GORDON;

ANGRICK, 1986) e, por isto, ndo precisarem de contato direto entre individuos para a sua
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transmissdo. Também pode ter sido influenciado pelo numero de animais silvestres
amostrados, que apesar de ter sido relativamente alto em comparagdo com outros estudos
envolvendo amostragem de carnivoros selvagens, pode ndo ter sido estatisticamente
suficiente.

Tanto carnivoros selvagens como caes domésticos ndo apresentavam sinais clinicos
da parvovirose no momento da amostragem. Isto pode estar relacionado a caracteristica dos
parvovirus de geralmente causarem doenga em filhotes, enquanto adultos infectados muitas
vezes apresentam apenas sintomas brandos ou mesmo infec¢do sub-clinica (PARRISH;
OLIVER; MCNIVEN, 1982). A grande maioria dos animais capturados e dos caes
amostrados eram adultos, com exce¢do de alguns animais com idade préxima a um ano e de
um filhote de lobo-guard, com aproximadamente 4 meses de idade. Também ¢ importante
lembrarmos que o exame clinico realizado nos carnivoros capturados foi pontual e
superficial, baseado exclusivamente nas condi¢des fisicas dos animais a0 momento da
captura. Infelizmente ndo disptinhamos de recursos financeiros para a aquisi¢do de radios-
transmissores com os quais pudéssemos aparelhar os individuos capturados, para que fosse
realizado um acompanhamento dos animais apos as capturas, no sentido de observar se estes
animais, em algum momento, apresentariam sintomas da parvovirose ou de outras doengas. O
hemograma completo, que poderia fornecer informagdes complementares para a avaliagdo da
saude dos animais, ndo pode ser realizado em virtude das dificuldades logisticas impostas
pela localizagdo da RPPN. O material para a realizagdo de um hemograma deve chegar ao
laboratério em no méximo 24 horas, algo impossivel nas nossas condi¢des.

O possivel incremento na mortalidade de filhotes ¢ citado em diversos artigos como o
principal problema que pode ser causado pelo CPV em populagdes de carnivoros selvagens.
Em uma populagdo de lobos (Canis lupus) de Minnesota (EUA) amostrada e monitorada
entre 1979 e 1990, percebeu-se que, em anos onde a prevaléncia para o CPV dos animais
amostrados era mais alta, a proporcdo de filhotes capturados era menor e, no ano
subseqiiente, observava-se uma diminui¢do na taxa de aumento da populacio (MECH;
GOYAL, 1993). Outro estudo com a mesma espécie realizado em Montana (EUA), observou
que nas matilhas de lobos onde ocorreu mortalidade de filhotes, os titulos dos individuos
adultos amostrados eram altos para anticorpos para o CPV e para o CDV, enquanto nas
matilhas que conseguiram criar seus filhotes, os titulos de anticorpos para estes agentes eram
baixos (JOHNSON; BOYD; PLETSCHER, 1994). Para o cachorro-selvagem-africano, Creel
et al. (1997) observaram que o nimero de filhotes nas ninhadas era menor nas regides em que

a prevaléncia para anticorpos para o CPV era mais alta.
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O aparente declinio na populacdo de lobos-guards na RPPN SESC Pantanal nos
ultimos anos, assim como a mortalidade de filhotes da espécie observada, citados
anteriormente, também podem estar relacionados a presenca do parvovirus na regido.

Segundo Mech e Goyal (1993), populagdes bem estabelecidas de carnivoros selvagens
podem resistir a circulacdo do parvovirus. No entanto, populacdes isoladas e com um niimero
reduzido de individuos podem ter sua sobrevivéncia ameagada. Este pode ser o caso da
populagdo de lobos-guaras da RPPN. A regido da reserva ¢ considerada limite da distribuicao
geografica da espécie. As areas localizadas ao norte e nordeste da RPPN, que poderiam
funcionar como uma conexdo da populacdo residente com as demais popula¢des de lobos,
sofre uma acentuada pressao antropica. Esta possivel descontinuidade geografica da espécie
pode estar reduzindo a possibilidade da populagcdo em perigo ser refor¢ada pela migragao de
individuos jovens provenientes das populacdes localizadas ao norte da RPPN.

As medidas de controle a serem implementadas para o controle da transmissdo do

parvovirus serdo discutidas juntamente com a de outros agentes na proxima se¢ao.

5.3 VIRUS DA RAIVA

Este ¢ o primeiro relato de exposicdo de um guaxinim, uma onga-parda € um
cachorro-vinagre de vida livre ao virus da raiva.

O primeiro ponto a ser discutido com relacdo ao diagndstico da raiva € a utilizagdo da
titulacdo de anticorpos no soro. A producao de niveis detectaveis de anticorpos neutralizantes
evidencia ocorréncia de resposta imune, que pode ser em decorréncia de exposi¢ao natural ou
de vacinagdo (FEKADU, 1991). No entanto, anticorpos raramente sdo encontrados antes da
fase terminal da doenca (HATTWICK; GREGG, 1975; FEKADU, 1991), j4 que a sua
produgdo ocorre somente apds a infecgdo disseminada no sistema nervoso central
(MURPHY, 1977). Portanto, a deteccdo de anticorpos neutralizantes no soro pode nao ser
possivel em uma infecgdo recente (FEKADU, 1991). O teste soroldgico pode ser utilizado
para avaliacdo da efetividade wvacinal, como ferramenta diagndstica e em estudos
epidemiologicos (SMITH, 1991), sempre tendo em mente que o nimero de animais positivos
pode nao corresponder exatamente ao numero de animais infectados no momento da

amostragem.
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Outra questdo importante ¢ o ponto de corte utilizado para determinar se um animal ¢é
positivo ou negativo. A maioria dos trabalhos que realizaram levantamentos sorologicos em
populagdes de animais selvagens de vida livre para diagnostico de exposi¢do ao virus rabico
considerou como ponto de corte aquele recomendado pela Organizagao Mundial da Satde, ou
seja, titulos iguais ou maiores do que 0,50 Ul/mL (GASCOYNE et al., 1993; ALEXANDER
et al., 1994; ALMEIDA et al., 2001; EAST et al., 2001; DEEM et al., 2004). Entretanto, esta
recomendacdo visa avaliar a resposta dos animais ou pessoas a vacinacao e nao inferir sobre
exposicao de individuos ndo-vacinados quando em contato com o virus. Assim, a presenca de
anticorpos neutralizantes, mesmo que em niveis mais baixos, pode significar contato prévio
com antigeno viral, como foi demonstrado por Hill, Beran e Clark (1992), ao combinarem
trés tipos de testes sorologicos em uma populagdo de guaxinim norte-americano (Procyon
lotor).

Os resultados positivos na sorologia para a raiva de carnivoros de vida livre obtidos
neste estudo sdo bastante significativo, principalmente por tratar-se seguramente de animais
que nunca foram vacinados. Dos 4 animais soropositivos, 3 (um cachorro-do-mato, um
guaxinim e uma on¢a parda) apresentaram baixos titulos de anticorpos neutralizantes,
variando entre 0,10 a 0,27 Ul/ml, enquanto um cachorro-vinagre apresentou titulo
considerado alto (1,6 Ul/ml). Todos os individuos aparentavam estar saudaveis no momento
da captura, quando foi realizado exame clinico. Nenhum deles apresentava nenhum dos
sintomas caracteristicos da raiva ou de qualquer outro agravo.

Considerando que os carnivoros selvagens positivos ndo foram vacinados, a Unica
explicagdo para a conversdo sorologica destes animais seria a exposi¢ao natural ao virus da
raiva. Neste caso, por se tratar de uma doenga com alta letalidade (RUPPRECHT; STOHR;
MEREDITH, 2001), seria esperado que estes individuos desenvolvessem os sintomas e
viessem a Obito em um curto periodo de tempo. Infelizmente estes animais ndo foram
monitorados apds a sua soltura. Desta forma, ndo podemos determinar se desenvolveram os
sintomas da doenca. Na realidade, o cachorro-vinagre foi aparelhado com um radio-colar para
monitoramento posterior. Mas infelizmente o aparelho, apesar de ter sido testado
previamente, apresentou problemas técnicos logo apos a soltura do animal, impossibilitando
qualquer acompanhamento posterior.

A existéncia de anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva em animais sadios ja
foi relatada em diversas espécies de carnivoros selvagens, como o cangamba (Mephitis
mephitis) (CAREY; MCLEAN, 1983, ROSATTE; GUNSON, 1984), a hiena (Crocuta
crocuta) (EAST et al., 2001), o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) (DEEM;
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DAVIS; PACHECO, 2004), o cachorro selvagem africano (Lycaon pictus) (GASCOYNE et
al.,1993), o chacal (Canis mesomelas, C. adustus e C. aureus) (ALEXANDER et al., 1994) e
0 guaxinim norte-americano (Procyon lotor) (HILL; BERAN; CLARK, 1992), além de
alguns primatas (ALMEIDA et al., 2001). Além da possibilidade dos carnivoros capturados
no SESC Pantanal que apresentaram titulo detectavel de anticorpos neutralizantes contra o
virus da raiva estarem no periodo de incubagdo, em uma fase muito proxima do momento de
desenvolvimento de sintomas, outras explicacdes possiveis para a deteccao de anticorpos
nestes animais podem estar relacionadas ao desenvolvimento de infeccdo ndo-letal
(GASCOYNE et al., 1993), podendo consistir em infec¢do sub-clinica, ingestdo ou inalagao
de material infectado (CHARLTON, 1988), ou infec¢do com variantes virais que
normalmente ocorrem e causam doenca em outras espécies de hospedeiro (ROSATTE;
GUNSON, 1984). A unica forma de se certificar que um animal se recuperou de uma
infeccdo pelo virus da raiva ¢ através da mensuracdo de anticorpos neutralizantes no liquido
cérebro-espinhal, uma vez que tais anticorpos apenas sdo encontrados apos infec¢do do
sistema nervoso central (FEKADU, 1991).

Animais infectados natural ou experimentalmente com o virus da raiva podem
sobreviver, com ou sem a presenca de seqiielas neurologicas (NIEZGODA et al., 1997),
ainda que a freqliéncia de animais que sobrevivem seja bem menor do que aquela dos que
evoluem para o obito (FEKADU, 1991). A infeccdo pelo virus nem sempre ¢ seguida do
surgimento de sinais clinicos, podendo ser inaparente (KAPLAN, 1985). Desta forma, a
exposicao viral pode levar ou ndo a uma infec¢do produtiva, ou seja, com o desenvolvimento
de sinais clinicos, que pode ou ndo produzir resposta imune detectavel (NIEZGODA;
HANLON; RUPPRECHT, 1993). A imunidade natural ao virus rabico depende de diversos
fatores como a espécie acometida e a variante viral envolvida, sendo que alguns animais
permanecem clinicamente normais € mesmo assim conseguem eliminar o virus, podendo
infectar e matar outros individuos, como ja foi observado em morcegos e caes (FEKADU et
al., 1982; CAREY; MCLEAN, 1983; FEKADU, 1993). Seguindo este raciocinio, East et al.
(2001) propuseram que algumas espécies poderiam agir como “portadores-sdos” da raiva,
agindo como perpetuadores do agente no ambiente sem, no entanto, desenvolver os sintomas
da doenga. No estudo citado foi realizado um levantamento soroldgico em hienas (Crocuta
crocuta) de vida livre na Africa e varios individuos foram positivos & sorologia. Dentre os
soropositivos, apesar de nao se ter isolado o virus da saliva, demonstrou-se a presenga de
RNA viral pela PCR em 45,5% dos individuos. Vale observar que a prova de PCR tem alta

sensibilidade, possibilitando a deteccdo até mesmo de fragmentos do virus que circulam
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dentro de um organismo. Os animais amostrados foram monitorados durante varios anos
através de radio-telemetria e avistamento direto, mas nenhum desenvolveu sintomas ou
morreu em decorréncia da raiva. No entanto, a teoria de que individuos da espécie poderiam
se comportar como portadores-sdos do agente ainda necessita de comprovagao cientifica.

A via de transmissdo mais comum do virus rabico ¢ por meio da saliva contaminada,
inoculada através de mordedura de animal infectado em fase de eliminagdo do agente. Apesar
de menos freqiiente, a passagem através de membranas mucosas integras permite que o
animal entre em contato com o virus através de vias diferentes daquela mais tradicional,
como, por exemplo, pela via oral (RUPPRECHT; STOHR; MEREDITH, 2001). Alguns
estudos comprovaram a possibilidade de transmissdo do virus através da ingestdo de carcacas
contaminadas (BELL; MOORE, 1971; RAMSDEN; JOHNSTON, 1975). Este ¢ inclusive o
principio que embasou o desenvolvimento da vacina oral, que vém sendo utilizada com
sucesso no controle da raiva em carnivoros silvestres em paises da Europa, no Canada e nos
EUA (CROSS; BUDDLE; ALDWELL, 2007). O potencial dessa forma de infec¢do na
epidemiologia da doenca tem sido relativamente pouco explorado. Embora possa ocorrer
infeccdo com desenvolvimento de doenca letal apds ingestdo de carcacas contaminadas, €
possivel que os animais respondam apenas com a producdo de anticorpos, capazes de
protegé-los contra uma posterior inoculagao. Tal variagdo pode ser atribuida a diferencas na
idade, resposta imune individual, carga e variante viral ingerida, apesar de ndo estabelecida a
real importancia de cada fator (RAMSDEN; JOHNSTON, 1975). Diante do exposto, a
possibilidade de os titulos encontrados nos carnivoros neste estudo estarem relacionados com
uma baixa exposicdo viral ou a ingestdo de material contaminado com baixa carga viral ou
mesmo com fragmentos do virus ¢ bastante consideravel. De forma semelhante, os animais
soropositivos no estudo das hienas também podem ter sido expostos ao virus rabico desta
mesma maneira.

Rosatte e Gunson (1984) encontraram 18 de 198 cangambas amostrados com titulos
detectaveis de anticorpos anti-rabicos em regioes consideradas livres de ocorréncia de raiva
nesta espécie. No entanto, nestas mesmas areas havia registros de raiva em quirdpteros. Por
outro lado, em uma area de epizootia de raiva em cangamba no Arkansas (EUA), Ferguson e
Heidt (1981) encontraram apenas de 1 de 53 cangambdés amostrados, positivo a sorologia. Em
alguns casos, uma variante do virus da raiva adaptada a uma determinada espécie pode se
mostrar menos patogénica € mais imunogénica para espécies filogeneticamente mais
distantes, o que pode resultar em uma maior propor¢do de individuos destas espécies com

titulo de anticorpos anti-rabicos detectaveis nestas regides (ROSATTE; GUNSON, 1984). No
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Brasil, a variante do virus da raiva de morcegos hematofagos ocorre com uma freqiiéncia
relativamente alta nas diferentes regides do pais. E possivel que os carnivoros selvagens da
regido da RPPN SESC Pantanal estejam se infectando com esta variante.

Um dos carnivoros selvagens positivos, por sinal aquele que apresentou o mais alto
titulo de anticorpos, era um cachorro-vinagre. Este animal foi capturado na regido da
comunidade de Sao Pedro de Joselandia, portanto, com uma chance significativa de contato
com animais domésticos. A participacao de canideos silvestres na epidemiologia da raiva no
Brasil vem recebendo uma atengao cada vez maior nos ultimos anos (CARNIELI et al., 2004,
2006, 2008). No entanto, o virus da raiva ou indicios de exposi¢do a ele, como a presenca de
seus anticorpos neutralizantes, nunca tinham sido registrados anteriormente nesta espécie,
que ¢ considerada como “vulneravel” pelas autoridades brasileiras (BRASIL, 2003) e pela
Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN, 2004).

Outro carnivoro selvagem considerado positivo, um cachorro-do-mato, também foi
capturado em um local onde a chance de contato com animais domésticos ¢ bastante elevada,
a divisa da RPPN.

A média das distancias dos carnivoros selvagens capturados considerados negativos
para a exposicdo ao virus da raiva foi superior a média dos positivos. No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Este resultado deve ter sido influenciado pelo numero
de animais silvestres amostrados, especialmente os positivos, que foram apenas 4.

Os resultados positivos na sorologia contra a raiva dos caes domésticos também sao
bastante importantes. Dezenove dos 27 cdes soropositivos ja haviam sido vacinados contra a
raiva no momento da, segundo informagdes fornecidas por seus proprietarios. A presenca de
anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva era esperada para estes individuos. No
entanto, no caso daqueles que ndao foram vacinados, devemos considerar basicamente as
mesmas possibilidades ja levantadas para os carnivoros selvagens considerados positivos,
restando ainda a possibilidade dos proprietarios terem fornecido informagdes imprecisas com
relacdo a vacinagao.

O conjunto destes resultados demonstra a presenca do virus da raiva na regido. Esta
informagdo ¢ de grande importancia para o planejamento de a¢des voltadas a Satide Publica e
a saude dos animais de criagdo na regido, como também daquelas voltadas a conservagdo dos

carnivoros selvagens de vida livre.
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5.4 LEISHMANIA SPP

O encontro de fragmentos de acido nucléico de protozoarios do género Leishmania
em 4 espécies de carnivoros selvagens e em uma quantidade significativa de caes domésticos
¢ um resultado bastante importante. O cachorro-do-mato ja foi citado em alguns estudos
como potencialmente importante na epidemiologia da Leishmania chagasi, devido a
resultados positivos para a espécie através de diferentes métodos diagnodsticos (DEANE;
DEANE, 1954; ALENCAR, 1961; LAINSON et al., 1969; COURTENAY et al., 1996;
COURTENAY et al., 2002a). Em relag¢ao aos lobos-guaras, Curi, Miranda e Talamoni (2006)
encontraram dois individuos soropositivos para Leishmania spp. Neste mesmo estudo,
cachorros-do-mato também foram positivos ao soro-diagndstico. No entanto, para guaxinins e
jaguatiricas, acreditamos que este seja o primeiro relato de exposicdo a Leishmania spp.
Considerando a detec¢do do sub-género Viannia, e especialmente a espécie Leishmania
braziliensis, nenhuma das espécies de carnivoros detectadas como positivas ¢ citada na
literatura como possivel reservatério para o agente (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
BASANO; CAMARGO, 2004; LAINSON; SHAW, 2005).

A média das distancias dos carnivoros selvagens capturados considerados negativos a
exposi¢do a Leishmania spp. foi superior a média dos positivos. No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Considerando que tanto Leishmania braziliensis
como as demais espécies pertencentes ao sub-género sdo mantidas por reservatorios
silvestres, a auséncia de diferenca significativa era esperada. Entretanto, o resultado pode ter
sido influenciado pelo nimero de animais silvestres amostrados.

Os animais considerados como hospedeiros de Leishmania braziliensis sdo algumas
espécies de roedores silvestres, o gamba (Didelphis marsupialis) e, no ambiente peri-
domiciliar, os animais domésticos, como caes, cavalos, jumentos e gatos (BASANO;
CAMARGO, 2004; LAINSON; SHAW, 2005). Com base nos resultados aqui obtidos, sao
necessarios estudos posteriores que se aprofundem na elucidacdo da importancia dos
hospedeiros silvestres aqui identificados na epidemiologia da LTA. E preciso determinar se
estas espécies se comportam realmente como reservatorios importantes, agindo como fontes
de infeccdo para os vetores, ou se sao hospedeiros terminais, sem maior importancia
epidemioldgica. Um exemplo neste sentido € o estudo realizado por Courtenay et al. (2002a).

Ao expor cachorros-do-mato capturados no Maranhdo (alguns deles diagnosticados
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posteriormente como expostos a Leishmania chagasi) e caes domésticos da mesma regido a
espécimes do vetor criados em cativeiro, os autores observaram que os canideos selvagens
ndo haviam infectado os vetores, diferentemente dos domésticos. Desta forma, eles inferem
que a espécie, a mais estudada dentre os canideos selvagens com relacdo a exposi¢do a
Leishmania chagasi, ndo teria grande importancia na transmissdo do agente por sua baixa
infectividade para o vetor, diferentemente do observado para os cdes domésticos. Também
devem ser considerados os estudos experimentais em ambiente de biotério. No entanto, o fato
de algumas das espécies de carnivoros serem classificadas como ameacadas de extingdo ¢ um
entrave importante para este tipo de estudo.

A presen¢a de Leishmania braziliensis na regido ¢ condizente com a distribuigdo
geografica considerada para o agente. Atualmente, considera-se que ele ocorre em todo o
territorio nacional, abrangendo ainda outros paises da América Latina, sendo sua fronteira ao
sul a Argentina e ao norte Belize (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BASANO; CAMARGO,
2004; LAINSON; SHAW, 2005). Também esta de acordo com os resultados obtidos pelos
funcionarios da secretaria de Saude do Estado do Mato Grosso em levantamento
entomoldgico realizado na comunidade de Sdo Pedro de Joselandia em 2007, que
encontraram Lutzomyia whitmani (informagio verbal)', vetor do agente em questio, como
também de Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) shawi (LAINSON; SHAW, 2005).
Também foi encontrada uma outra espécie de flebotomo, Lutzomyia flaviscutellata. Este, no
entanto, ¢ vetor da Leishmania amazonensis (LAINSON; SHAW, 2005), que apesar de ser
causadora de LTA, faz parte do sub-género Leishmania, o qual ndo encontramos em nosso
estudo.

As principais medidas de controle da LTA sdo voltadas ao diagndstico precoce e
tratamento adequado dos casos humanos, orientacdes voltadas ao controle de vetores e
atividades de educacdo em satde (BRASIL, 2007b). Medidas voltadas ao controle de
reservatorios ndo sio indicadas. E notério que o planejamento de acdes voltadas ao controle
da LTA depende fortemente das caracteristicas da regido em questdo. No caso da comunidade
de Sao Pedro de Joselandia e adjacéncias, os principais aspectos a serem explorados seriam
aqueles relacionados ao aperfeigoamento da vigilancia. Seria importante implementar uma
busca ativa de casos, com o intuito de estimar a prevaléncia da doenga na populacdo humana
da regido. O sistema de vigilancia passivo na regido ¢ bastante precario. A comunidade

passou a dispor apenas recentemente de uma estrutura fisica que devera ser utilizada como

! Informagao fornecida por Rocha em Cuiaba, em 2007.
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Posto de Saude. No entanto, ndo ha previsdo para a presenca de um médico para a regido. O
posto serviria principalmente como um ponto para atendimento inicial por meio de um
assistente de enfermagem e encaminhamento, quando necessario, para as sedes de municipio
mais proximas, Poconé ou Bardo de Melgaco.

Uma caracteristica da doenga que se soma ao problema da dificuldade geografica que
a populacdo da regido enfrenta para buscar atendimento médico adequado é o fato de as
lesdes ndo causarem dor. Este fato leva as pessoas acometidas a apenas procurarem auxilio
médico quando as lesdes j& se encontram em estado bastante avangado, o que acaba levando a
diminui¢do do sucesso do tratamento. Desta forma, ¢ importante que atividades de educagdo
em saude sejam implementadas na regido, demonstrando a populacdo as principais
caracteristicas das lesdes decorrentes da LTA, sua evolucao e seu carater potencialmente
mutilante. Também ¢ importante evidenciar a importancia de se buscar tratamento precoce
para que seu sucesso seja potencializado.

Dentre as medidas voltadas aos vetores, aquelas que objetivam a prote¢ao das
pessoas, como a utilizagdo de mosquiteiros, telagem de portas e janelas, sdo aquelas que
provavelmente terdo alguma efetividade. O controle quimico e o manejo ambiental
dificilmente surtiriam algum efeito, devido ao fato de a comunidade ser absolutamente rural,
entremeada a areas de mata e com matéria organica em abundancia.

Como podemos perceber, apesar de alguns estudos ja realizados com cachorros-do-
mato, muito ainda necessita ser elucidado sobre o papel das diversas espécies de carnivoros
selvagens na epidemiologia das leishmanioses. Por outro lado, o possivel impacto das

leishmanioses sobre a conservagdo destes animais também deve ser melhor explorado.

5.5 LEPTOSPIRA SPP

Este ¢ o primeiro relato de exposi¢ao de guaxinins, lobos-guaras e jaguatiricas de vida
livre a Leptospira spp.

A deteccao de individuos positivos em todas as espécies de carnivoros selvagens,
como também nos cdes domésticos e cavalos, mostra que a cadeia epidemiologica da
leptospirose ¢ bastante complexa na regido. Outros estudos envolvendo levantamentos
sorologicos em animais silvestres no Pantanal também encontraram freqiiéncias significativas

de animais positivos (MATHIAS; GIRIO; DUARTE, 1999; GIRIO et al., 2004). As
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caracteristicas peculiares deste importante bioma brasileiro, como o fato de permanecer
alagado em grande parte de sua extensdo na maior parte do ano e os niveis normalmente
elevados de temperatura, parecem ser bastante propicias a persisténcia e transmissao da
Leptospira spp.

Os carnivoros selvagens apresentaram uma freqiiéncia elevada de animais positivos de
uma forma geral. As diferentes espécies testadas tiveram em média 42,67% de individuos
positivos. Os eqiiinos tiveram uma freqiiéncia de positivos ainda mais alta: 74,07%. Tanto os
carnivoros selvagens como os eqiiinos estdo de fato bastante expostos ao potencial contato
com o agente. Os carnivoros precisam geralmente cobrir areas extensas, passando
freqlientemente pelas regidoes alagadas para poder suprir suas necessidades nutricionais,
especialmente no periodo de cheia. Da mesma forma, os eqiiinos sdo utilizados para
transporte de pessoas, mantimentos e equipamentos na RPPN, principalmente na época de
maior alagamento. Também deve ser considerada para os carnivoros a possibilidade de se
infectarem ao se alimentarem de presas infectadas (REILLY; HANSON; FERRIS, 1970),
principalmente considerando que roedores sdo considerados importantes reservatorio de
Leptospira spp. ¢ que sdo freqiientemente consumidos pelos carnivoros selvagens.

Por outro lado, os cdes domésticos das comunidades dos arredores da RPPN
apresentaram uma freqii€ncia relativamente baixa (17,48%) se comparada aquelas dos grupos
anteriormente citados. Uma possivel explicagdo para tal fato € que uma parcela consideravel
destes caes ¢ tratada por seus proprietarios como sendo de estimagdo. Estes animais ndo tém,
portanto, funcdo de trabalho e, desta forma, ao permanecer mais proximos das casas e regides
menos alagadas durante o periodo de cheia, estariam menos expostos ao agente. Outra
explicagdo seria que a Leptospira spp. estaria presente em menor abundancia fora da RPPN
que dentro dela.

A média das distancias dos carnivoros selvagens capturados considerados positivos a
exposi¢do a Leptospira spp. foi superior a média dos negativos. A diferenga foi
estatisticamente significativa. De acordo com este resultado, os individuos capturados em
pontos mais centrais da RPPN, mais distantes da divisa, foram mais freqiientemente expostos
ao agente do que os animais capturados em locais mais proximos as comunidades humanas
localizadas ao norte da reserva. Isto indica que um ciclo de transmissdo de Leptospira spp.
vem sendo mantido no interior da RPPN SESC Pantanal de forma independente dos animais
domésticos mantidos no seu entorno, reforgando a idéia de que a intensa movimentagao dos

animais selvagens propicia uma maior possibilidade de transmissao do agente.
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Os guardas-parques da RPPN e os pesquisadores que freqiientam a reserva também
estdo expostos a infeccdo por Leptospira spp. durante seus deslocamentos na regido,
principalmente aqueles ocorridos a cavalo durante a estacao chuvosa, quando ficam com os
pés e pernas em contato com a agua por longos periodos. O mesmo ocorre com os moradores
das comunidades da regido. Como a leptospirose € uma zoonose, seria importante estender o
levantamento da exposicao ao agente a essas pessoas.

As variantes soroldgicas mais freqiientes entre os carnivoros selvagens foram canicola
(9), pyrogenes (8) e autumnalis (8). Entre os domésticos, pyrogenes (8) e autumnalis (3) para
os caes, ¢ icterohaemorrhagiae (5), autumnalis (4) para os eqiiinos. Nao houve coincidéncia
com os sorovares mais encontrados em outras regides do Pantanal. A variante mais freqiiente
na regido de Nhecolandia, Corumba (MS) foi wolffi (GIRIO et al., 2004) e hardjo, mini e
wolffi também no Mato Grosso do Sul (MATHIAS; GIRIO; DUARTE, 1999).

Estes resultados indicam que, possivelmente, as variantes encontradas estdo presentes
na regido. No entanto, a ocorréncia de reacdes cruzadas entre os diferentes sorovares nao
pode ser descartada. Kingscote (1986) encontrou evidéncias de reagao cruzada entre os
sorovares pomona e autumnalis. Apesar de ter encontrado uma freqiiéncia maior de soros
positivos para autumnalis, o autor conseguiu isolamento apenas do sorovar pomona, inclusive
em individuos que haviam sido positivos apenas para autumnalis. A identificagdo segura dos
sorovares presentes na regido da RPPN SESC Pantanal deve ser realizada através de
isolamento do agente ou de técnicas de biologia molecular.

Podem ser considerados reservatorios da Leptospira spp. em uma determinada regiao
espécies de mamiferos com alta suscetibilidade para infec¢do, mas que ndo apresentam
sintomatologia clinica ou a apresentam de forma branda (LEIGHTON; KUIKEN, 2001). Os
carnivoros selvagens capturados na regido da RPPN tiveram propor¢ao consideravel de
individuos positivos ao sorodiagndstico. Nenhum deles apresentou sinais clinicos da
leptospirose no momento da captura. O cachorro-do-mato foi a espécie mais intensamente
amostrada, tendo atingido quase 40% de positividade (17/43). E, portanto, a espécie para a
qual temos um resultado mais proximo da prevaléncia real. O resultado encontrado para os
guaxinins também ¢ bastante importante, uma vez que o guaxinim norte-americano, espécie
filogeneticamente proxima, ¢ considerada como reservatorio para o agente no Illinois, EUA
(MITCHELL et al., 1999). A espécie teve uma alta propor¢do de positivos (6/12) e o seu
papel na manutencdo da Leptospira spp. ndo pode ser subestimado. No entanto, estudos
controlados de infec¢do experimental de individuos destas espécies ao agente seriam

importantes no sentido de elucidar o seu real papel na epidemiologia da leptospirose. As
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demais espécies tiveram uma amostragem baixa para que possam ser levantadas hipdteses
sobre o seu papel na transmissdo e manutengdo do agente na regido.

Os eqiiinos tiveram propor¢do ainda mais alta de animais positivos (74,07%) e o seu
papel na manutencdo do agente no interior ndo deve ser desprezado. No entanto, o nimero de
individuos mantidos no interior da RPPN varia em torno de 30 animais, significativamente
inferior as diferentes espécies de mamiferos silvestres presentes na regido. Por outro lado no
entorno da reserva hd uma quantidade significativa de animais domésticos de criacao
(eqiiinos, bovinos, suinos) e seria importante avaliar a importancia destes na epidemiologia

da Leptospira spp. na regido.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como pudemos constatar neste estudo e em outros realizados recentemente no Brasil
e nos paises vizinhos, carnivoros selvagens sdo expostos a agentes infecciosos que
comumente causam morbidade ¢ mortalidade em animais domésticos e que, historicamente,
ja causaram mortalidade em carnivoros de vida livre em outros continentes. Isto demonstra a
importancia de se levar em consideracdo o diagndstico da exposi¢do da fauna selvagem a
patdgenos para a elaboragdo dos planos de manejo das Unidades de Conservagao (UCs),
como também refor¢a a necessidade da implementacdo das areas de amortecimento (faixa no
entorno das reservas que visa diminuir o impacto das atividades antrépicas sobre a biota por
ela protegida, BRASIL, 2000) para areas destinadas a prote¢do da fauna, inclusive com a
elaboracdo de medidas voltadas para o controle de agentes patogénicos em animais
domésticos. No entanto, sdo necessarios estudos posteriores que busquem elucidar se de fato
esta exposi¢do esta ameagando a viabilidade das populagdes de carnivoros selvagens
brasileiros ou mesmo interferindo de alguma forma na sua estrutura. Também ¢ importante
que busquemos formas mais seguras de determinar quais agentes estdo de fato sendo
transmitidos dos animais domésticos para os selvagens e quais estdo circulando e sendo
mantidos pelos animais selvagens, podendo, eventualmente ser transmitidos aos domésticos e
aos seres humanos.

Neste sentido, as técnicas moleculares vém tendo papel fundamental e devem ser cada
mais utilizadas nos levantamentos futuros e mesmo naqueles ja realizados, mas que colheram
e armazenaram material para analises posteriores. Um exemplo interessante ¢ o estudo de
Carnieli et al. (2008), que demonstrou que o virus da raiva tem circulado entre os canideos
silvestres ha algum tempo, e que estes animais vém mantendo um ciclo do agente
independente dos animais domésticos.

Por outro lado, as técnicas de diagndstico soroldgico t€ém uma grande importancia por
detectarem anticorpos produzidos para o combate aos patdégenos, possibilitando que, mesmo
que o agente ja ndo circule no organismo do animal nem esteja sendo eliminado, seja possivel
encontrar indicios indiretos da circula¢do dos agentes patogénicos. Ainda assim, ¢ importante
destacar que estas técnicas apresentam o inconveniente de ndo diagnosticarem animais
positivos no inicio da infeccdo, quando apesar de estar infectado, o organismo ainda nao
produziu uma quantidade de anticorpos passivel de ser detectada. Adicionalmente, estas

técnicas também tém a limitagcdo de sofrer a influéncia de reagdes inespecificas e, como sdao
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desenvolvidas para animais domésticos, ¢ necessario cautela para se decidir os pontos de
corte utilizados para as espécies silvestres. Um ponto de corte muito baixo pode gerar
resultados enganosos, considerando como expostos individuos que na realidade ndo foram,
enquanto um ponto de corte muito alto pode desconsiderar a exposi¢cdo dos animais a um
patogeno que de fato circula entre eles. Na realidade, o ideal para estudos que procuram
pesquisar a exposicao de animais selvagens a agentes patogénicos € a realizagao, sempre que
possivel, tanto de métodos moleculares, como dos soroldgicos, aliados ao exame clinico e
exames complementares, como hemograma e bioquimica sérica.

Os carnivoros selvagens foram expostos também a agentes que causam agravos no
homem e em animais de criagcdo. Apesar destes resultados apontarem para a possibilidade
destes animais agirem como reservatorios para enfermidades como a LTA, a raiva e a
leptospirose, ¢ necessario que se avalie de forma mais aprofundada o real papel dos
carnivoros selvagens no ciclo epidemiologico destas doengas, realizando estudos que
determinem se eles sdo importantes na transmissao destes agentes.

O controle de doencgas infecciosas freqiientemente presentes em caes domésticos que
podem infectar e ameacar populagdes de animais selvagens pode ser focado na
implementa¢do de medidas voltadas a redug¢do da incidéncia da doenga nos cdes de uma
determinada regido ou diretamente sobre os animais selvagens, como também pode estar
voltada para a limitagdo do contato entre estes dois grupos (LAURENSON et al., 2005). Para
reduzir as interacdes entre caes domésticos e carnivoros selvagens seria necessario limitar
fisicamente o contato entre estes grupos. Isto poderia hipoteticamente ser realizado através da
implementa¢do de uma zona tampao ao redor da RPPN, onde fosse proibida a presenga de
animais domésticos. No entanto, certamente haveria uma enorme resisténcia dos moradores
da regido que tradicionalmente costuma possuir cdes para companhia e trabalho. Outra
possibilidade seria a coloca¢do de uma cerca ao redor da RPPN, limitando a passagem dos
animais, mas esta traria enormes desvantagens em relacdo ao fluxo génico necessario para
manter populagdes saudaveis, além de outras desvantagens ecologicas € o enorme custo
envolvido.

A alternativa aparentemente mais pratica para diminuir o impacto de doencgas
infecciosas na populacdo de carnivoros selvagens de vida livre seria controlar o agente nos
caes domésticos. Para isto, seria necessario realizar campanhas anuais de vacinagdo para as
doencas de interesse nos caes domésticos das comunidades do entorno da RPPN por diversos
anos consecutivos. Também seria de grande importancia implementar de forma concomitante

técnicas para o controle da populacdo de caes nestas comunidades, como, por exemplo,
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campanhas de castragdo. A utilizagdo da vacinagdo sem o controle populacional poderia
acarretar em um aumento da populacao de caes domésticos da regido, devido a retirada de um
fator que provavelmente tem um papel importante no controle demografico dos caes. Caso a
vacinagdo fosse suspensa apds algum tempo, a quantidade de animais suscetiveis seria ainda
maior do que aquela presente no momento anterior a sua implementacdo. Desta forma, caso
um agente patogénico fosse introduzido nesta nova populacdo hipotética, causaria uma
epizootia ainda mais intensa do que as ocorridas anteriormente (WOODROFFE et al., 2004).
A vacinagdo de cdes domésticos tem ainda a vantagem de poder abranger tanto agentes
infecciosos de interesse para a conservacao de animais selvagens como aqueles de
importancia em Satde Publica e animais de criacdo. Desta forma, a vacinagdo pode envolver
uma cooperagao entre instituicdes com interesses diversos, como governo, associacoes de
criadores, conservacionistas, entre outros, possibilitando a divisao de custos e de tarefas.
Outra possibilidade de intervengdo ¢ a vacinacdo direta dos carnivoros selvagens. Um
exemplo ¢ a realizacdo de vacinagdo anti-rabica oral de canideos silvestres na Europa e
América do Norte que vem sendo realizada ha varios anos, permitindo um sucesso
significativo no controle da doenga nestas regides (CROSS; BUDDLE; ALDWELL, 2007).
Esta iniciativa foi implementada com o intuito de diminuir o numero de animais suscetiveis,
interrompendo a transmissao do virus entre os individuos das espécies consideradas como
reservatorios regionais do agente (principalmente a raposa vermelha, Vulpes vulpes), com o
objetivo de atingir um problema de Satde Publica que ocorria nestas regides. E provavel que
no Brasil interven¢do semelhante seja necessaria na regido Nordeste do pais, uma vez que o
Cerdocyon thous ja foi identificado como reservatdrio regional da raiva (CARNIELI et al.,
2008). Por outro lado, este tipo abordagem, quando realizado com vistas a conservacao de
carnivoros selvagens, ocorreu apenas em ocasides isoladas, em situagdes de crise, sem
utilizar uma metodologia que permitisse avaliar sua efetividade, e, portanto, ainda necessita
de muita discussao e experimentacdo para poder provar sua efetividade (LAURENSON et al.,
2005). Muitas vacinas utilizam na sua composicao agentes vivos atenuados para uma espécie
doméstica, como o cdo, e por ocasido de sua aplicagdo em uma espécie selvagem
filogeneticamente proxima, podem causar a doenga e mesmo o 6bito do animal vacinado. Por
outro lado, ndo ¢ certo que a aplicagdo de uma vacina desenvolvida para outra espécie resulte
na imunidade desejada, especialmente caso seja aplicada em dose unica, como deve ocorrer
com freqliéncia em programas de vacinagdo parenteral em animais selvagens. De qualquer
forma, seria importante que ocorresse uma ampla discussdo entre pesquisadores e 6rgaos do

governo voltados a conservacdo da biodiversidade, como o recém criado Instituto Chico
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Mendes para a Conservagdo da Biodiversidade, ligado ao Ministério do Meio Ambiente
(ICMBio/MMA), para que fossem elaborados protocolos seguros para a vacinagdo de
carnivoros selvagens capturados em projetos a campo. Para isto seria importante testar
vacinas para as doencas de interesse nas diversas espécies em cativeiro e, entdo, realizar
experimentos a campo, comparando grupos de animais vacinados e nao-vacinados,
observando as vantagens e desvantagens da vacinagao.

A partir dos dados aqui apresentados, mostrou-se ser necessdrio iniciar o
planejamento de medidas que tenham como objetivo o controle de agentes patogénicos na
populacdo de carnivoros domésticos que vivem no entorno da RPPN SESC Pantanal. Agdes
semelhantes devem ser discutidas para outras unidades de conservagdo. Ainda que ndo
saibamos ainda o real impacto da presenca destes agentes entre os carnivoros selvagens, ou
mesmo a importancia epidemiolodgica destes para algumas doengas de interesse humano,
diversas a¢des podem ser implementadas de imediato sem prejuizo algum para os animais
selvagens, para os domésticos ou para o ser humano. Algumas destas sdo: 1) garantir a
vacinacdo anti-rabica nos caes ¢ gatos domésticos das comunidades localizadas proximas a
unidades de conservagdo, servico rotineiramente oferecido pelas prefeituras municipais com
o auxilio do Ministério da Saude, mas que em comunidades rurais ¢ freqlientemente
negligenciado, como vinha sendo o caso em Sao Pedro de Joselandia; 2) realizar a vacinagao
destes cdes para enfermidades que freqiientemente os acometem e podem acometer os
animais selvagens como cinomose, parvovirose, leptospirose, entre outras, 0 mesmo se
aplicando aos gatos com relagdo a imunodeficiéncia viral felina (FIV), leucemia viral felina
(FeLV), calicivirose felina e outras; 3) realizar o controle da populacdo de carnivoros
domésticos nestes locais, especialmente dos caes, espécie que costuma ser a mais numerosa,
através da realizagdo da castragdo dos animais, com a autorizacdo dos proprietarios; 4)
implementar programa de educacdo em saude; 5) implementar programa de educagdo
ambiental; 6) incrementar a vigilancia para agentes causadores de zoonoses que tenham sido
diagnosticados na regido, como ¢ o caso da LTA, raiva e leptospirose na RPPN SESC
Pantanal e entorno.

E importante salientar que, a partir dos resultados deste estudo, o SESC, institui¢io
nacionalmente reconhecida por sua preocupacdo social e ambiental, marcou reunides com
diversas instituigdes interessadas para iniciar o planejamento de algumas medidas para a
regido. Desta forma foi iniciada uma parceria entre o proprio SESC, a Secretaria de Saude do
estado do Mato Grosso, a Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), o IBAMA/MT

visando planejar e implementar medidas para o controle da ocorréncia de alguns dos agentes
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patogénicos diagnosticados nos animais da regido. As sugestdes de acdes aqui citadas foram
levadas em consideragdo. A Secretaria de Satde, com o apoio do SESC, reiniciou a
vacinacdo anti-rabica de caes e gatos em Sao Pedro de Joselandia, agdo que deverd ser
assumida nos proximos anos pela prefeitura de Bardo de Melgaco. Também foi iniciado um
levantamento das espécies de flebétomos que ocorrem na regido. O SESC também
demonstrou preocupacao com o diagnostico da presenca do parvovirus e do CDV, que podem
afetar a populacdo de carnivoros selvagens, e medidas visando o controle destes virus devem

ser implementadas em um futuro proximo.
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7 CONCLUSOES

- Os carnivoros selvagens da regido da RPPN SESC Pantanal foram expostos ao CDV, CPV,
virus da raiva, Leptospira spp. e Leishmania (Viannia) braziliensis, além da possibilidade

de terem sido expostos a outras espécies de Leishmania do sub-género Viannia.

- Os caes da regido foram expostos aos mesmos agentes e, portanto, sao potenciais fontes de
infeccdo de CDV, CPV e do virus da raiva para os carnivoros selvagens, bem como de
Leishmania spp. para o homem e do virus da raiva e de Leptospira spp. para os humanos e

animais de criacao.

- Uma alta proporg¢ao de eqiiinos utilizados no interior da RPPN SESC Pantanal foi exposta a

Leptospira spp.

- Este ¢ o primeiro relato de exposi¢do de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), guaxinins
(Procyon cancrivorous), ongas-pardas (Puma concolor) e jaguatiricas (Leopardus pardalis)
de vida livre ao CDV.

- Este é o primeiro relato de exposi¢do de guaxinins, ongas-pardas, jaguatiricas ¢ de um

cachorro-vinagre (Speothos venaticus) de vida livre ao CPV.

- Este ¢ o primeiro relato de exposi¢do de um guaxinim, uma onga-parda e um cachorro-

vinagre de vida livre ao virus da raiva.

- Este ¢ o primeiro relato de exposicdo de cachorros-do-mato, de um lobo-guara, um

guaxinim e uma jaguatirica de vida livre a Leishmania (Viannia) spp.

- Este ¢ o primeiro relato de exposi¢do de guaxinins, lobos-guards, jaguatiricas e de um

cachorro-vinagre de vida livre a Leptospira spp.

- Estudos mais aprofundados sdo necessarios para elucidar a real importancia da circulagdo

do CDV, parvovirus e virus da raiva, agentes com potencial impacto para a conservacao dos
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carnivoros selvagens, através do monitoramento de longo prazo da populagdo da regido da

RPPN SESC Pantanal e de outras regides.

- Estudos mais aprofundados s3o necessarios para elucidar a importancia dos carnivoros

selvagens na epidemiologia do virus da raiva, Leishmania spp. ¢ Leptospira spp.

- Medidas de controle de doengas infecciosas, como vacinagdo e controle populacional,
devem ser direcionadas aos caes domésticos da regido para diminuir o potencial impacto
destas sobre os carnivoros selvagens, como também sobre os seres humanos e animais de

criacao.

- A vigilancia da raiva, leishmanioses e leptospirose deve ser intensificada na regido, aliada a

implementagdo de um programa de educacdo em satide com a comunidade.

- H4 necessidade de iniciar uma discussdo entre 6rgdos governamentais e pesquisadores sobre
a possibilidade de realizagcdo de vacina¢dao de animais selvagens para agentes de potencial
impacto para sua conservacao, assim como para aqueles que afetam o homem e os animais

de criagao.

- O Ministério do Meio Ambiente deve levar em consideracao a exposi¢ao da fauna silvestre

a agentes patogénicos para o planejamento e gerenciamento de UCs.
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Appendice A: Resultados dos testes realizados para os carnivoros selvagens em fun¢do dos

métodos e patogenos pesquisados.

(continua)
Espécies/ Identificagdo HI SFIMT MAT .PCR -
das amostras CDV  CPV (Sﬁiﬁ) Leptospira spp. Le'sgprgan'a
Cerdocyon thous
n=43
0610D485 . P? (160) - P (canicola=200) 3
061BE123 - - - -
0610AAAS P(32) P (160) - P (autumnalis=1600)
061C5B34 - P (160) - -
061C5E7C - P (160) - P (pomona=100)
061C2679 P(@®) P(160) - - -
061BCC76 P (64) P (160) - - P
061BD536 P(@8) P (320) - - -
061BEAFF - P (80) - -
0610A6A3 P (16) P (80) - P (pyrogenes=1600)
061BE1F9 - P (160) - -
CT101 P(8) P (160) - -
CT102 - P (320) - -
CT103 P(16) P (160) - -
CT104 - P (160) - -
061C0B12 - P (160) - -
06109F01 - P (320) - -
061C664E P(16) P (320) - P (australis=100)
0610D556 P(64) P (320) - -
061C5170 P(32) P(320) - P (autumnalis=100)
0610B1D4 P(8) P(160) - -
061BDD5C - P (320) - -
061C025C - P (160) - -
061C3B6B - P (160) - -
061C5644 - P (160) - P (autumnalis=1600)
061B0833 P(32) P(160) - P (canicola=100)
0610BE2F - P (160) - P (canicola=400)
CT111 - P (160) - P (canicola=400)
0676E387 - P (160) - P (autumnalis=800)
061C3DC5 - P (160) - P (pyrogenes=200)
0676E95D - P (320) - -
O61BEOSF - P (160) - -
0676E7E7 - P (160) - -
0676E3AD - P (160) - P (autumnalis=100)
0670704B P(16) P (160) P (0,20) -
0676BD12 - P (160) - P (canicola/pyrogenes=800)
06707BC5 - P (80) - P (pyrogenes=3200) P
0676E0E2 - P (160) - - P
06708394 - P (160) - - -
06706B03 - P (320) - - P
0670556C - P (160) - P (pyrogenes=1600) -
067144BA - P (80) - - -
067124BB - P (160) - P (autumnalis=200)
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(conclusdo)
Espécies/ Identificagdo SN HI S]fg\/g M[.XT LeiSPhCmI:lnia
das amostras CDV  CPV (Ul/mL) Leptospira spp. SpD.
Chrysocyon brachyurus
n=8
061BCC4F - P (160) - -
0610C879 P(16) S*(40) - -
061BD695 P (16) P (160) - P (canicola=100)
0610B7AE - P (160) - -
0610CCE9 P (8) P (80) - P (pyrogenes=200)
0610B3Cl1 - P (80) - - P
061COD11 - P (80) - P (autumnalis=800) -
067060DB - P (160) - -
Speothos venaticus
n=1
067086BE P (160) P (1,60) P (autumnalis/pomona/hardjo=800)
Puma concolor
n=7
061BDBBC - P (80) - -
0610AF3B - P (160) - -
0610D9A3 - P (80) - -
061C6683 - P (80) - -
061C16D9 - P (80) - P (bratislava=1600)
061C6047 - P (160) - P (autumnalis=1600)
061C5554 P(8) P (160) P (0,10) -
Leopardus pardalis
n=4
061C6D4A P(8) P (160) - P (canicola=400)
0610B724 P (8) S (40) - P (pomona=800)
061BEF4F - P (160) - -
0676BD15 P (64) P (160) - P (pyrogenes=200) P
Procyon cancrivorous
n=12
0610BBEF - S (40) - -
061C367D - S (40) - -
061BDC78 - P (160) - P (canicola=1600)
061BD695 - P (160) - P (pomona=800)
0610BZA7 - S (40) - - P
061C6E1C P(16) P (80) - P (pomona=400)
PC201 - P (160) - -
PC211 - P (320) - P (canicola=100)
0676E3F5 P(64) P (160) - -
0676E1AB - P (80) - P (pyrogenes=400) -
066BF5SAF - P (80) P (0,27) P (pyrogenes=800) -
06713ADC - P (160) - -

'~ = Resultado negativo

2 P = Resultado positivo. O nimero entre parénteses representa o titulo de anticorpos obtido para a amostra.

3

... = Teste ndo realizado para o individuo em questao.

*S = Resultado suspeito para exposi¢io ao parvovirus (10>titulo de anticorpos>40).
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Appendice B: Resultados dos testes realizados para os cdes domésticos em funcdo dos

métodos e patdogenos pesquisados.

(continua)
I(}entiﬁcagﬁo dos SN HI Slf;?\//l;l" M‘/-XT ' PCI%
caes amostrados CDV CPV (UL/mL) Leptospira spp. Leishmania spp.
1 LB ST (40) 3 P (pyrogenes=200) -
2 P*(80) P (0,20) - -
3 P (320) P (1,60) - P
4 P (80) - - -
5 P(80) P (0,40) - -
6 P(80) P (0,53) - -
7 S40) P(4.27) - -
8 S (20) - - P
9 P(80) P (0,15) - P
10 P (80) P (25,60) - B
11 P (80) - P (wolffi=400) p
12 P(80) P (0,20) - P
13 - -
15 P (160) - ; p
16 P (80) - ] P
17 P(160) P (2,13) - -
19 P (160) - - .
20 P (160) - - .
21 P (80) ; - P
22 P (80) ; ] -
P (pyrogenes/canicola/

23 P (160) i icter(c?gae%orrhagiaezzoo) )
24 P (160) - P (hardjo/wolffi=200) -
25 P (160) - - -
26 P (160) P (0,80) - -
27 P(80) P (12,80) - -
28 P(80) P (0,40) - B
29 P (80) P (51,20) - -
30 P (160) P (0,10) - -
31 P (160) P (4,27) - -
32 P (160) P (0,10) P (hebdomadis=200) -
33 P (160) - P (hebdomadis=200) -
34 P (80) ; _ .
35 P (80) ; _ .
36 P(80) P (0,20) - -
37 P(256) P (80) - -

38 P(256) P (80) P (3,20) -

39 - P (160) - -

40 P(64) P (160) - -

41 P(256) P (320) - ]

42 P(64) P (320) - P (pyrogenes=400)

43 P(512) P (160) - -

44 P(256) P (160) - P (autumnalis=200)

45 P(512) P (80) y -

46 P(64) P (160) - -

47 P(128) P (160) ; ]

48 P(128) P (320) ; ]
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continuag¢io
I(}entiﬁcagﬁo dos SN HI Slg?\/g M/.\T ' PCI%
cdes amostrados ChV CPV (Ul/mL) Leptospira spp. Leishmania spp.
49 P(64) P (320) - -
50 P(64) P (320) - -
51 P(256) P (320) - -
52 P(512) P (160) - -
53 P(512) P (160) - -
54 P(16) P (320) - -
55 P(512) P(160) P (1,07) -
56 P(16) P (160) - -
57 P(16) P (80) - -
58 P(16) P (160) - -
59 - P (160) P (0,80) -
60 - P (160) P (0,53) -
61 - P (160) - -
62 P(32) P (160) - -
63 P(32) P (160) - -
64 - P (160) - -
65 P(32) P (160) - -
66 P(32) P (80) - -
67 P(64) P (320) P(0,15) -
68 P(16) P (160) P (2,13) -
69 - P (80) - -
70 - P (160) - P (djasiman/sentot=200) P
71 P(32) P (160) P(0,10) - -
72 P(64) P (80) P (0,15) - -
73 P(128) P (160) - - -
74 P(128) P (80) - - -
75 P(512) P (160) - - P
76 P(512) P (80) - - -
77 P(32) P (80) - P (autumnalis=200) P
78 P(64) P (80) - - -
79 P(128) P (160) - - -
80 - P (160) - - -
81 P(256) P (160) P (0,20) - -
82 P(64) P (80) - P (canicola=200) P
83 - P (160) - - -
84 P(512) P(160) P (0,10) - P
85 P(256) P (160) - - P
86 P(32) P (80) - - P
87 P(256) P (160) - - P
88 P(512) P (160) - - -
89 P(256) S (20) - - -
90 P(64) P (80) - P (autumnalis=200) -
9] P(128) P (160) - - -
92 - P (80) - - -
93 - P (160) - - -
94 P(128) P (320) - - -
95 P(512) P (160) - P (canicola=200) -
96 - P (160) - P (pyrogenes=400) -
97 P(256) P (320) - P (pyrogenes=400) -
98 P(64) P (80) - - P
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(conclusdo)

I(}entiﬁcagﬁo dos SN HI S}fi?\/g M‘/-XT ' PCI%
cdes amostrados ChV CPV (Ul/mL) Leptospira spp. Leishmania spp.

99 P(32) P (320) - - -

100 - P (160) - - -

101 P(32) P (320) - - -

102 P(16) P (320) - - P

103 P(128) P (160) - P (pyrogenes=200) P

104 P(64) P (160) - P (pyrogenes=200) -

105 P(64) P (160) - P (pyrogenes=800)

' ... = Teste nio realizado para o individuo em questio.

? S = Resultado suspeito para exposi¢do ao parvovirus (10>titulo de anticorpos=>40)
? - = Resultado negativo
*P = Resultado positivo. O niimero entre parénteses representa o titulo de anticorpos obtido para a amostra.
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Apéndice C: JORGE, R. S. P.; FERREIRA, F. Evidéncias de exposi¢do de carnivoros selvagens
capturados na RPPN SESC Pantanal, Bardo de Melgago — MT, ao Virus da Cinomose.
In: Congresso da Sociedade de Zooldgicos do Brasil, Congresso da Associacao
Latinoamericana de Parques Zoologicos € Aquarios, Encontro da Associagdo Brasiliera
de Vaterinarios de Animais Selvagens, 31., 14., 16., 2007, Sao Paulo, Brasil. Anais...
Sao Paulo: Sociedade de Zooldgicos do Brasil, Associacdo Latinoamericana de Parques
Zoologicos e Aquarios, Associacdo Brasiliera de Vaterindrios de Animais Selvagens,
2007. p.1.
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amexca 3 conservapdo destes ammaiz. Foram capnurados emtrs 2002 e 2005 na BEPN
SESC Paptanal, 73 carnrvoros selvagens. s apimais foram anestesiados com tilatansing
Emll.mpuml:i.'uleul ‘ﬂ---},mdnsagmdei—t 10 mz'ks, para coleta de sangue.
Tambem foram amostados 79 ces domesticos sm cocnmidades humacas localizadas
a0 noma da BPPM. Pmade?a:mdemm:pmpmnwmsda:mumus&msnmm
dnimais capuzados, ﬁ]area]]ﬂ[haterm-i!mmﬂiml;mmﬂuicnplm Diaptre o5
carmvoros selvagens. 21 dos 75 animais testades apresentzram titule = & na sorologia
faram considerades positives. sende 12 lobetes Cerdocpon thous (12/43), I smavinins
Pracyen cancriverors {2/13), mé: lobos-pmams Chrysacrar broackywras {3780, 3
Jaguatiricas Leopordus pardails (3/4) & 1 saguarana Puma concelor (17, resuiands em
uma frequencia de 25% [0,182405 < [T 93%-< 0,395630]. Dents o5 72 cdes domesiicos
amastrados. €5 (B2.28%) foram soropesitivos para cimomose [0L720575 < IC B%<
0,800587]. Os resultados obiidos indicam que o carmiveros selvagens foram exposios
a0 vires da cinemwpse em alpum momepts de suas widas. A freqisencia de cdes
domésticos posifives na sorologia foi basante slevada A prezenca do wim: da
CIROMOSE DOS CATIveros salvagens na regidio pods causar qm dechinio na populagin ds
camivoros selvagens da RPPH amavés da morsalidade de individues adultes em idade
reprodadva an da momalidade de fithotes com idade de es a seis meses, pencdo de
quada dos acticorpos maternos, ou de ambes o fateres associados. A malor fequancia
de positives eoire 05 cdes domesicos indica que 2 maler probabilidade € que a
transmizsda deva ter ocomrido destes para os cammvoros sslvagens. A altermativa para
dimimir o impacto de doencas infecriosas mpupu]m;jndz-:mjwms selyagzens serin
controlar o aganie nos cdes domesticos. Para isto, saria pecassazio realizar campanhas
amiais g8 vacinagdo pama 3 CiDomose, & oulros dgentes pATOESIICOs INpOTALIEs, Dos
iz domesticos das comuridade: do entorno da EPFW per diversos anos Consacuivos,
alem de aplicar teceicas para o controle da populagae de cles nestas comunidades.

Apuoio: SESC, CHPg. BIOVET. CENAP/ TBAMA.

Atiails i Crmmgrasan “Toclis pula Conservaciiu™, o Peulin, Brdl, s
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[54] LEISHMANIA 5PF. I WILD CARNIVORES CAPTURED IIN THE FANTANAL,
BRAZIL

E_-;-_du_gg-_ﬁ_d.:._a_Emm_[m_ggi 2.2 Caris Maroni Nunes*, Cristiana de Malo Trinconi®,
Henrique Borges de Faula®, Ana Karina Kerche Dias . , Fernando Farreira®.

1- Draparment of Praventive ‘.-’etrm’:j Medicine and Animal Health of the Univessity of 330 Paulo, Brazil; 2
— Predaror Mational -:;an'.e: :CEH.—‘L?]- IBAMA, Atibada, E.:a_.?_il; 3 —Braﬂ:ii:: Imzarnare of Conssmvation
Medicine — Tnade, 5ac Paulo, Brazil; 4 — Vetenpary Medicine Course, UNESE, Aragamba, Brazl, 5 -
Iostifute of Biosclenoes UTVESP, Botuwcat, Brazil

Visceral Leishmanizis (WL} 1= a Public Health problem of major concemn. In Latn America,
0% of the cazes occur in Braml, where approxmately 4000 new human cases happen
every vear and 3 to 10% of these people die. VL 1n Brazil iz cauzed by the protozoan
Leiskhmania chagasi. The main vector invelved m ifs transmission 1= Lufzomyda longipalpis
and the domasztic dog 1= considerad the mamn reserverr. Wild canids have alzo been found
naturally infected. Thus, they are conszidered important potential ressrvoirs, althouzh thewr
role in the cvele of the diseass 15 not well understood. From 2002 to 2006, 16 free-rangmg
wild carmivores were captured (meluding @ crab-eating foxes Cerdocyon rhous, 4 racoons
Procyon cancriverows, 2 maned walves Chrpsocyen brachyurus and 1 ocelot Leopardus
pardaliz) in the Pantanal and blood samples were collected and preserved. Addittonally, 70
domestic dogs from the surrounding sattlements were also sampled  Search for Leichmania
spp. KDMNA was parformed by Polimerasze Chain Eezction (PCE). Six wild camivores (3/9
crab-eatmg foxes. 1/4 raccons, 172 maned welves, 171 cealof) and 20 domestic dozs were
positive. These rezults suggest the presence and namwral fansmission of the azent in the
region, including the sylvate snvironment. The differentation betwasn the Leishmania
spectes will be done in the near future, allowing the elaboration of spacific measuras
zimmg to control this zoonohe diseaze m the region. Additionally, the poteniial impact of

leishmaniazis on the conservation of wild camrvores should be further discussad.

Suppert: SESC, CNPg.
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[144] FABIES ANTIRODIES IN A BUSH DOG CAFTURED Iy THE PANTANAL,
BEAZIL

Rodnze 5. P. Torge'™?, Ronalde G. Morato®, M{:-Eifque Pereira’, Bdson §. Lima®,
Earm S-:heffer", Pedro Camieli It ": Ivanete Kotzif ., Femando Femeira.

I- Department of Praventive Veterinary Medicins apd Animal Healtk of the University of Sado Paula,
Brazil; 2 — Predator Matoaal Center (CENAR), IBAMA, Anbaia, Brazl, 3 — Braziliap Instioae of
Conservatdon Medicine — Trade, S3e Panlo, Brazl; 4 — Instimie Pastzar, 53 Paulo, Brazl

Fabies 15 an important 1soue for Public Health tdroughout the world, Althoush it has
bean controlled im developed counmies, most of the developme resions of the world,
mecludmy Latm Amenca, siill have agh rates of ccewrence. In Brazil, where efforts to
contrel the meidence of rabies in humans have been focuzad m controlling the dizease in
dogs z2nd cats through vaccination, 1 15 likely that the silvatie cvele may increase is
importance. The dizeazs also represents a threat to wildlife, expecially carmiveores. From
2002 1o 2006, 76 Tee-rangimng wild camivores were capiurad m the Pantanal and sermuom
samplas wers collected, including 43 crab-sating foxes Cerdocvon thous, 13 racoons
Procyon cancriverous , 8 maned wolves Chrysocyon brachyuwrusz, 7 pumas Prmia
concolor, 4 ocelots Leopardus pardaliz and 1 bush dog Spesthar vematicons.
Additionally, 102 domestic dogs from the swrrounding seftlements were also sampled,
They wera all tasted for the presence of rabies nevtralizing antibodies with a simeplifiad
flusrescence inhibition mucrotes: (SFIMT). Oze bush dog and 14 domestic dogs
prezanted a titer = 0,50 Il/mL, which demonstrates exposure to the vous or
vaceination. The diagnosiz of a wild nos-vaceinated positive ammal shows the prasence
of the vims mn the rezion. Ameong the positive domestic dogs, 12 ware vaceinzted and
the information grven by their cwners that the other 2 positive animals had not bean
vacomated should be seen with caution. Bassd on these results, we dizcuss the

posstbilifies of exposure of the non-vaccinated amimeals to the voms.

Support: CNPq, PIBIC, SESC,
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	Leptospiras saprófitas
	- Os carnívoros selvagens da região da RPPN SESC Pantanal foram expostos ao CDV, CPV, vírus da raiva, Leptospira spp. e Leishmania (Viannia) braziliensis, além da possibilidade de terem sido expostos a outras espécies de Leishmania do sub-gênero Viannia.
	- Estudos mais aprofundados são necessários para elucidar a importância dos carnívoros selvagens na epidemiologia do vírus da raiva, Leishmania spp. e Leptospira spp. 
	- O Ministério do Meio Ambiente deve levar em consideração a exposição da fauna silvestre a agentes patogênicos para o planejamento e gerenciamento de UCs.
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