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A REDE TROFICA E O PAPEL DOS CARNIVOROS SILVESTRES (ORDEM
CARNIVORA) NOS CICLOS DE TRANSMISSAO DE TRYPANOSOMA CRUZI

Tese de doutorado / Fabiana Lopes Rocha

Resumo

Pouco se sabe sobre a transmissdo de Trypanosoma cruzi nos diferentes niveis da rede
trofica e sobre o papel desempenhado pelos carnivoros silvestres, grupo de mamiferos alvo desse
estudo, nos ciclos de transmissao deste parasito. 7. cruzi, agente etioldgico da doenga de Chagas, é
um parasito multi-hospedeiro imerso em redes de transmissdo complexas que incluem centenas de
espécies de mamiferos e dezenas de espécies de triatomineos, os insetos vetores. O novo perfil
epidemioldgico, expresso pelos crescentes casos humanos de infeccdo de 7. cruzi por via oral,
demonstra que muitos aspectos da epidemiologia da doenga de Chagas ainda ndo foram
esclarecidos. A natureza primariamente enzootica dessa parasitose ressalta a necessidade de se
examinar o ciclo silvestre e o papel das diferentes espécies na manutengao do parasito como forma
de esclarecer este novo cenario. Para tanto, examinamos seis ordens de mamiferos silvestres, caes
domésticos e porcos ferais quanto a infec¢do por 7. cruzi e seus distintos gendtipos, através de
testes sorologicos, parasitologicos e moleculares, ao longo de sete anos de estudo no Pantanal, Mato
Grosso do Sul. Demonstramos que o sistema reservatério no Pantanal inclui espécies de
hospedeiros que ocupam todos os habitats e estratos florestais, formando uma rede de transmissao
na qual mamiferos especialistas e generalistas estdo ligados através de uma robusta rede tréfica.
Nesse sistema, o quati (Nasua nasua) foi considerado o principal reservatério de 7. cruzi e
demonstrou potencial para atuar como bioacumulador e dispersor de todos os gendétipos detectados
na regido, Tcl, Tcll e Tcll/TcIV. A ampliacdo da nossa amostragem para o Parque Nacional da
Serra da Canastra (PNSC), Minas Gerais e para a regido de Araguari/Cumari (Minas Gerais/Goids)
trouxe evidéncias de que a participagdo dos carnivoros nos ciclos de 7. cruzi ndo foi um achado
pontual, visto que as sete espécies examinadas nas trés areas de estudo estavam infectadas por T.
cruzi. Potencial infectivo (expresso por hemocultivo positivo) foi demonstrado em um felino no
PNSC, a jaguatirica (Leopardus pardalis), e em duas espécies de procionideos no Pantanal, o quati
e o mao-pelada (Procyon cancrivorus). No PNSC, cdes domésticos demonstraram serem bons
sentinelas de 4reas de transmissdo de 7. cruzi e dos distintos gendtipos da éarea, Tcl e Tcll.
Adicionalmente, fizemos uma andlise global dos padrdes de infeccdo nas diferentes espécies de
carnivoros na América do Sul, compilando nossos resultados com dados de literatura. Das 21
espécies de carnivoros neotropicais avaliadas, doze foram reportadas naturalmente infectadas por 7.
cruzi, além de trés espécies encontradas infectadas no presente estudo: a jaguatirica, o puma (Puma
concolor) e o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus). Cada espécie apresentou um potencial diferente
para manter e dispersar 7. cruzi, de acordo com suas caracteristicas ecoldgicas e as particularidades
das diferentes areas de estudo. Encontramos uma correlacio entre a dieta e taxas de infec¢do por 7.
cruzi nos carnivoros: quanto maior a proporcdo de invertebrados na dieta, maiores as taxas de
infeccdo. Espécies da superfamilia Musteloidea consistentemente exibiram testes parasitologicos
positivos em diferentes estudos, demontrando um alto potencial infectivo. Mesocarnivoros, que se
alimentam de insetos e mamiferos, incluindo o quati, um hospedeiro que pode ser bioacumulador
dos gendtipos de T. cruzi, parecem ocupar o topo da cadeia de transmissao de 7. cruzi e, portanto,
podem ter um importante impacto nas redes de transmissdo desse parasito.
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FOOD WEB CONNECTIONS AND THE ROLE OF WILD CARNIVORES (ORDER
CARNIVORA) IN THE TRYPANOSOMA CRUZI TRANSMISSION CYCLES

PhD Thesis / Fabiana Lopes Rocha

Abstract

Little is known on the Trypanosoma cruzi transmission in the different trophic levels of the
food web and on the role played by Neotropical wild carnivores, the mammalian group target of this
study, in the transmission cycles of this parasite. 7. cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is a
multihost parasite immersed in complex transmission networks that include hundreds of
mammalian species and dozens of triatomines species, the insect vectors. The new epidemiological
scenario, expressed by the growing number of human cases due to 7. cruzi oral infection,
demonstrate that numerous aspects of Chagas disease epidemiology still remain unclear. The
primarly enzootic nature of this parasitosis emphasize the importance of looking at the sylvatic
cycle to examine the role of the different mammalian species in the maintenance of the parasite in
order to understand this new scenario. Therefore, we examined six mammalian orders, domestic
dogs and feral pigs for 7. cruzi infection and its distinct genotypes, through serologic,
parasitological and molecular tests, during a seven-year follow-up in the Pantanal, Mato Grosso do
Sul State, Brazil. We demonstrated that the reservoir system in the Pantanal includes host species
that occupy all habitat types and forest strata, constituting a transmission network involving
generalist and specialist mammalian species that are linked through a robust food-web connection.
In this system, the coati (Nasua nasua) was considered the main 7. cruzi reservoir, and
demonstrated potential to act as a bioacumulator and disperser of all the 7. cruzi genotypes detected
in the region, Tcl, Tcll and TcIll/IV. The extension of our studies to the Serra da Canastra National
Park (SCNP) - Minas Gerais State, and to the Araguari/Cumari regions (Minas Gerais/Goias States)
provided evidence that the participation of wild carnivores in the 7. cruzi transmission cycles was
not a punctual finding, given that the seven carnivore species examined in the three study sites were
infected by 7. cruzi. Infectivity potential (expressed by positive hemoculture) was demonstrated in a
felid from the SCNP, the ocelot (Leopardus pardalis), and in two procyonid species from the
Pantanal, the coati and the raccoon (Procyon cancrivorus). In the SCNP, domestic dogs
demonstrated to be good sentinels for 7. cruzi transmission areas and the distinct genotypes
circulating in the region, Tcl and TcIl. Additionally, we provided a comprehensive analysis of
infection patterns among distinct carnivore species, by assembling our data with 7. cruzi infection
on South America carnivores’ literature records. Twelve out of twenty-one Neotropical carnivores
evaluated species were described to be infected by 7. cruzi, besides other three species found
infected in the present study: the ocelot, the puma (Puma concolor) and the maned wolf
(Chrysocyon brachyurus). Each species demonstrated a different potential to maintain and disperse
T. cruzi, according their ecological characteristics and peculiarities of the different study areas.
Species diet was associated with 7. cruzi infection rates: the higher the proportion of invertebrates
in species diet, the greater 7. cruzi infection rate. Musteloidea species consistently exhibit high
parasitemias in different studies, which indicate their high infectivity potential. Mesocarnivores that
feed on both invertebrates and mammals, including the coati, a host that can be bioaccumulator of
T. cruzi genotypes, seem to take place at the top of 7. cruzi transmission chain; therefore, they may
have a huge impact on the transmission cycles of this parasite.
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Introducao geral

Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, € um parasito multi-hospedeiro
que estd imerso em redes de transmissao complexas que incluem centenas de espécies de mamiferos
e triatomineos da familia Reduviidae, os insetos vetores. Embora 7. cruzi seja capaz de infectar um
numero expressivo de espécies de mamiferos, de acordo com as particularidades da interacdo
parasito-hospedeiro, algumas espécies mantém parasitemias mais altas e/ou longas que outras,
refletindo diferentes habilidades de transmitir o parasito, e desta forma, de atuarem como
reservatorios. Ainda, as caracteristicas ecoldgicas de cada espécie, bem como suas interagdes com
outros hospedeiros mamiferos e vetores na rede tréfica, sdo fundamentais na defini¢do do seu papel
nos ciclos de transmissdo de um determinado parasito. Nesse sentido, pouco se sabe sobre a
transmissao de 7. cruzi nos diferentes niveis da rede tréfica e sobre o papel desempenhado pelos

carnivoros silvestres, grupo de mamiferos alvo deste estudo, nos ciclos de transmissado de 7. cruzi.

A triade: parasito, hospedeiro e meio ambiente

Para a maioria das pessoas o termo “parasito” € associado a impactos negativos, doenca
grave ou até mesmo a morte dos individuos infectados. Isto ndo € surpreendente, visto que depender
metabolicamente dos hospedeiros estd no centro de muitas das diferentes definicdes de parasitismo
(Smyth 1994) e essa dependéncia metabodlica remete a exploracdo e necessariamente dano. Na
verdade, parasitos podem ter efeitos positivos e negativos, seja considerando os individuos ou suas
populacdes (Haine et al. 2004, Hatcher et al. 2006). Contudo, a vis@o de parasitismo associado a

dano permeia pelos estudos de interacdo parasito-hospedeiro.

Parasitos exploram os seus hospedeiros tanto como um recurso metabdlico quanto como um
“habitat” (Loreau et al. 2005). Os habitats dos parasitos, os hospedeiros, sao modulados por
interacdes agonisticas, competicao, fatores climéticos e outras varidveis do meio ambiente no qual
estdo inseridos. O potencial de causar dano, beneficio ou nenhum dos dois estd relacionado a fatores
ligados ao parasito como, por exemplo, a viruléncia, que varia conforme o contexto dependendo da
rota de transmissdo, coinfec¢des e sistema imune, representando o “micro-habitat” do hospedeiro,
que por sua vez estd sujeito as influéncia das varidveis do meio externo (Brown ef al. 2003, Ryan &
Kohler 2010). O resultado da interagcdo parasito-hospedeiro vai ser determinado pelo conjunto das
varidveis do micro-habitat do hospedeiro e do hospedeiro com o meio ambiente, de modo que um
mesmo parasito pode causar dano ao hospedeiro em uma circunstancia e ser benéfico em outra

(Thomas et al. 2000).
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Parasitos e hospedeiros sao componentes de um sistema complexo, adaptativo e mutdvel no
tempo € no espago, no qual suas inter-relacdes modulam toda uma comunidade de organismos e
podem influenciar em maior ou menor grau o caminho evolutivo das espécies. Nesse sentido,
parasitos sao considerados importantes promotores de biodiversidade (Hudson et al. 2006, Hatcher
et al. 2012). Portanto, as relagdes parasito-hospedeiro podem ser vistas como sistemas embutidos
dentro de sistemas maiores representados pelas comunidades ecoldgicas e ecossistemas (Horwitz &
Wilcox 2005). Nesse sentido, a transmissdo de parasitos € um processo essencialmente ecolégico
que envolve a interacdo de muitos individuos e, frequentemente, duas ou mais espécies (Keesing et
al. 2006). Analisar a relacdo parasito-hospedeiro sob a perspectiva de sistemas complexos e
interdependentes ¢ a forma mais adequada de compreender a epidemiologia dos ciclos de

transmissao.

Parasitos e a rede trofica

As redes tréficas, conjunto de relacdes que ligam as espécies do ponto de vista alimentar,
tracam o fluxo de energia no ecossistema (Winemiller & Polis 1996). Parasitos sdao ubiquos e
ocorrem em todas as cadeias alimentares e todos os niveis troficos. O parasitismo € estratégia mais
comum de consumidores (De Meeus & Renaud 2002), no entanto, raramente parasitos sao
considerados como um elemento da rede trofica. Os poucos estudos que incluiram parasitos nos
modelos de redes tréficas indicam que estes podem aumentar o conhecimento acerca da riqueza de
espécies, nimero de conexdes, amplitude e topologia das redes tréficas (Thompson et al. 2005,

Lafferty et al. 2006, Hernandez & Sukhdeo 2008).

Numa rede tréfica, parasitos podem eventualmente ocuparem a posicdo de presas,
representando um aporte energético no ecossistema, apesar do seu tamanho pequeno. Por exemplo,
em um estudo de predadores nas ilhas do Golfo da Califérnia, lagartos eram mais abundantes nas
ilhas que tinham coldnias de aves marinhas porque se alimentavam dos ecotoparasitos das aves
(Polis & Hurd 1996), ou no caso de macroparasitos, como os nematddeos, que podem ter uma

contribui¢do na dieta do predador (Johnson ef al. 2010).

Ainda, a sobrevivéncia de alguns parasitos pode ser diretamente relacionada as interagdes da
rede tréfica, como no caso de algumas espécies de parasitos que dependem da predacdo de um
hospedeiro intermedidrio para um hospedeiro definitivo para completarem seus ciclos de vida
(Choisy et al. 2003). Parasitos que infectam novos hospedeiros via rede tréfica podem alterar o
comportamento ou morfologia do hospedeiro, de forma a aumentar o risco de predacdo e assim

alcangar o préximo hospedeiro (Poulin et al. 2005, Thomas et al. 2010). Nao obstante, as interagdes
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troficas raramente sdo consideradas nos estudos parasitolégicos (Chen et al. 2008, Sukhdeo 2010,

Sukhdeo 2012).

Avaliar as interagdes dos componentes da rede tréfica no estudo dos ciclos de transmissdo
de parasitos na natureza é fundamental, especialmente no caso de parasitos multi-hospedeiros, como
T. cruzi, capaz de infectar centenas de espécies de mamifero e de ser transmitido diretamente
através da via oral. Neste caso, a transmissao vai depender das interacdes tréficas entre eles. Nesse
contexto, 7. cruzi € um bom modelo de estudo da transmissdo de parasitos via rede tréfica e do
fendmeno do parasitismo de modo geral, visto que é um parasito extremamente heterogéneo e
marcadores moleculares permitem rastrear seus diferentes gendtipos. A identificagdo dos gendtipos
de T. cruzi que infectam cada hospedeiro dentro de uma rede tréfica contribui para o conhecimento
da dindmica de transmissdo dos diferentes gendtipos e dos fatores que modulam seus ciclos de
transmissdo numa determinada area, importante informacdo para auxiliar na implementacao de
estratégias de controle. Por outro lado, o conhecimento da dispersao dos gendtipos de 7. cruzi entre
diferentes espécies pode trazer informacgdes sobre aspectos ecoldgicos dos hospedeiros e sobre as

conexOes diretas entre eles na rede trofica.

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), pertence a familia Trypanosomatidae, Ordem
Kinetoplastida. E um protozodrio flagelado que circula na natureza em oito ordens de mamiferos e
dezenas de espécies de triatomineos da familia Reduviidae, seus vetores (Noireau et al. 2009). T.
cruzi é amplamente distribuido na natureza desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina,
abrangendo 21 paises nas Américas (Roellig et al. 2008, Piccinali et al. 2010, Carrasco et al. 2012).
A doenca de Chagas, um dos possiveis resultados da infeccdo por 7. cruzi em humanos, €
considerada pela Organizacao Mundial de Saide (OMS) como uma das treze doencas tropicais mais
negligenciadas no mundo (Hotez et al. 2008). Atualmente, existem cerca de 8-9 milhdes de pessoas
infectadas por 7. cruzi na América Latina e estima-se que outros 100 milhdes estejam em risco
potencial de infeccdo em todo o mundo devido a migracdo humana de paises endémicos para nio

endémicos (Rassi Jr. et al. 2010, Schmunis & Yadon 2010).

Estima-se que 7. cruzi tenha emergido como espécie ha cerca de 100 milhdes de anos atrds
no “supercontinente” formado pelos atuais continentes da América do Sul, Antartica e Austrélia,
que continuaram conectados apés a separacdo da Africa (Stevens ef al. 1999). Uma das hipéteses é
que T. cruzi era transmitido diretamente entre marsupiais e xenartras, que representavam a fauna

autéctone desse supercontinente e, posteriormente, por via vetorial para outros mamiferos, depois
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da aquisi¢cdo do hdbito de hematofagia pelos triatomineos hd cerca de cinco milhdes de anos
(Schofield 2000). Uma hipétese alternativa sugere uma origem mais recente, entre 58-70 milhdes de
anos, baseado na hipétese de que 7. cruzi evoluiu de um clado mais amplo de tripanosomas de
morcegos que posteriormente se adaptou aos mamiferos terrestres (Hamilton et al. 2009, Hamilton
et al. 2012). Independente da origem e tempo, desde entdo, 7. cruzi foi se adaptando aos novos
hospedeiros na medida em que estes chegaram a América do Sul: inicialmente os roedores e
primatas, depois os morcegos e carnivoros e, por ultimo, o homem. Assim, 7. cruzi foi e ainda é
mantido hd milhdes de anos como uma enzootia, de modo que a infeccdo no homem pode ser

considerada recente na histdria evolutiva de T. cruzi (Guhl et al. 2000).

Essa diversidade de hospedeiros nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi fez com que este
tdxon sofresse diferentes pressdes seletivas que resultaram na extrema diversidade genética que
observamos hoje (Macedo et al. 2004, Freitas et al. 2006). A heterogeneidade de 7. cruzi foi notada
desde sua descoberta por Carlos Chagas (formas finas e largas) e, desde entdo, vdrias ferramentas
metodoldgicas tem sido empregadas para determinar marcadores bioquimicos, bioldgicos e
moleculares que possam auxiliar na compreensao da epidemiologia da doenca de Chagas (Zingales

et al. 2009, Rassi Jr. et al. 2010).

Atualmente, 7. cruzi inclui seis genétipos ou Unidades Discretas de Tipagem (DTU -
Discrete Typing Units), 7. cruzi I (Tcl) a T. cruzi VI (TcVI), além do TcBat, genétipo recentemente
proposto descrito como restrito a morcegos (Zingales et al. 2009, Marcili et al. 2009). Estudos
recentes reportam ainda variabilidade em isolados de Tcl e recomendam a subdivisdo destes
gendtipo em quatro subtipos Tcl-a a Tcl-d (Guhl & Ramirez 2011, Ramirez et al. 2012). As DTU
Tcl e Tcll sdo consideradas as linhagens ancestrais e estima-se que a divergéncia entre elas tenha
ocorrido entre 3 a 8 milhdes de anos (Briones et al. 1999, Machado & Ayala 2001). Tclll e TclV
podem ter se originado de um evento antigo de troca genética entre Tcl e Tcll, seguido de mutagdes
(Westenberger et al. 2005). Contudo, essa hipdtese ainda € debatida e outro modelo de origem das
DTU propde Tclll como uma terceira linhagem ancestral (Freitas et al. 2006). As DTU TcV e TcVI
sdo consideradas linhagens hibridas por apresentarem alelos intactos de Tcll e Tclll tao distintos

que ndo poderiam ter surgido independentemente (Lewis et al. 2011).

Todas essas DTU ocorrem no Brasil, mas sdo propostos diferentes distribuicdes geograficas
e padrdes ecoepidemioldgicos. Tcl € o gendtipo mais frequente na natureza e o mais conhecido em
termos de distribuicdo geogréfica, variedade de espécies de hospedeiros, vetores e ecossistemas.
Tcll é o segundo mais frequente na natureza, embora geralmente seja descrito em ciclos mais focais

(Zingales et al. 2012). Essa DTU tem sido reportada principalmente na regido central do Brasil,
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abaixo da Bacia Amazonica, onde foi associado a maioria dos casos humanos nas antigas areas
endémicas do pais (Di Noia et al. 2002). As DTU TcllIl e IV (antigo Z3) sdo descritas como
predominantemente associados a hospedeiros silvestres de vérias ordens e biomas (Lisboa et al.
2009) e recentemente foram registrados em um surto de doenca de Chagas aguda na regido
Amazonica (Monteiro et al. 2010, Monteiro et al. 2012). As DTU TcV e TcVI sdo reportadas como
primariamente associadas a ciclos domésticos no sul do pais, com raros registros em ciclos
silvestres (Araujo et al. 2011, Zingales et al. 2012). Apesar dos esforcos, cada nova evidéncia deixa
claro que as associacdes de hospedeiros e ecotopos propostas até o momento para os diferentes
gendtipos ainda sdo pouco robustas e possivelmente refletem subamostragem de hospedeiros e

ambientes.

As DTU podem circular nos ambientes doméstico, peridoméstico ou silvestre. Neste tltimo
ambiente, o ciclo de transmissdo geralmente € tratado como um ciclo Unico, porém, essa € uma
visdo reducionista, pois na natureza podem existir varios ciclos silvestres conectados ou
independentes em diferentes habitats e estratos florestais (Pinho er al. 2000, Rozas et al. 2007,
Alvarado-Otegui ef al. 2012). O conhecimento da epidemiologia e dinAmica de transmissdo de cada
gendtipo € a base para se rastrear as possiveis fontes de infec¢do do homem e para compreensao dos
fatores de risco de emergéncia de surtos da doenca de Chagas. Além da importancia em saude
publica, rastrear a dispersao das DTU na natureza € essencial para compreender a histdria natural e

evolutivade T. cruzi.

A infecgdo por T. cruzi pode ocorrer por varias vias. A via contaminativa ocorre quando o
inseto vetor infectado, ao realizar seu repasto sanguineo, elimina as formas tripomastigotas
metaciclicas junto com as fezes. Esses parasitos penetram pelo local da picada quando o hospedeiro
vertebrado coga ou esfrega o local. No hospedeiro mamifero, esses parasitos invadem as células
nucleadas de praticamente todos os tecidos e se multiplicam na forma de amastigota. Nas células
nucleadas ocorre uma nova diferenciacdo para a forma tripomastigota, seguida de rompimento da
célula e liberacdo destas formas na corrente sanguinea. A transmissdo para o inseto vetor se dd
quando este ingere durante o repasto sanguineo as formas tripomastigotas circulantes no sangue do
hospedeiro mamifero. No vetor invertebrado, o parasito se diferencia em epimastigota, que € a
forma replicativa no trato digestivo do inseto. Essas formas migram para a por¢ao final do intestino
do inseto, onde sofrem nova diferenciacdo para a forma tripomastigota metaciclica, que é a forma

infectiva eliminada nas fezes do inseto (Teixeira et al. 2012).
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Na natureza, a via oral é a mais antiga e provavelmente a mais eficiente via de transmissao
de T. cruzi (Noireau et al. 2009). A infeccdo de mamiferos por esta via pode ocorrer em diversas
circunstancias: (i) quando o animal cog¢a o local da picada com a boca e ingere fezes contaminadas
de triatomineos; (ii) ingestdo de frutos ou sementes contaminados por fezes infectadas de
triatomineos ou excrecdo de glandula de cheiro de Didelphis spp. que podem eliminar formas
infectivas do parasito (metaciclicos) (Deane et al. 1984); (ii1) ingestdo de triatomineos infectados;
(iv) interagdes agonisticas que envolvam mordeduras com perfuracdo que permitam o contato da
mucosa da boca com sangue infectado; ou (v) predacao de mamiferos infectados (Thomas et al.
2007, Roellig et al. 2009a, Jansen & Roque 2010, PAHO 2009). Essa tltima (predador-presa) pode
ocorrer pela ingestdo de tripomastigotas sanguicolas e também pelas amastigotas presentes nos
tecidos das presas, visto que amastigotas sdo infectivas (Mortara et al. 2008), o que destaca a

importancia das intera¢des na rede tréfica nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi.

Em humanos, além da forma contaminativa, a transmissdo pode ocorrer por outros
mecanismos ndo-vetoriais, como transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, transmissao congénita
e infeccdo oral. Recentemente, a doenca de Chagas tem sido reconhecida como uma doenca
emergente de origem alimentar pelo crescente nimero de surtos por via oral nas ultimas décadas
(Yoshida et al. 2011, Shikanai-Yasuda & Carvalho 2012). Esse novo perfil epidemioldgico desafia
as autoridades de saide porque as medidas de controle anteriormente empregadas ndo sdo eficientes
neste cendrio e ressalta a importancia de se olhar para os ciclos silvestres para compreender os
componentes deste sistema complexo e os fatores ambientais que favorecem o aparecimento de
casos humanos. De fato, apesar da doenga de Chagas ter sido reconhecida desde sua descoberta por
Carlos Chagas como uma enzootia hd mais de um século (Chagas 1909), ainda existem muitas
questdes em aberto relativas a ecologia de 7. cruzi e dos ciclos de transmissdo nos ambientes

silvestres.

Um dos pontos de destaque para se compreender a complexa cadeia de transmissao de 7.
cruzi € a identificacdo das espécies que podem atuar como potenciais reservatorios nas areas de
transmissdo. Esta avaliagdo deve ter um olhar abrangente e multidisciplinar, e envolve o
conhecimento da diversidade de mamiferos da 4rea em questdo (potenciais reservatorios do
parasito), das peculiaridades da interacdo parasito-hospedeiro nessas espécies, bem como das
caracteristicas ecoldgicas de cada uma, que vao favorecer (ou nao) o contato com outros mamiferos

e vetores que afinal modela a dinamica de transmissao de 7. cruzi.

INTRODUGAO GERAL 6



Reservatorios silvestres

O encontro de um animal infectado ndo € suficiente para considerarmos este um
reservatorio. Um animal infectado € um hospedeiro do parasito, mas sua importancia na
manutencdo do ciclo de transmissdao numa dada drea estd relacionada a habilidade do parasito de
persistir neste hospedeiro, bem como das inter-relacdes do hospedeiro na comunidade que
favorecam a transmissdo deste parasito; esse conjunto € que vai determinar a competéncia da
espécie animal em questdo na manuten¢do do parasito e, portanto, seu papel como reservatorio

(Jansen & Roque, 2010).

As interagdes parasito-hospedeiro apresentam particularidades determinadas por fatores
relacionados ao hospedeiro (sexo, idade, padrdo comportamental, competéncia imunoldgica,
coinfecgdes) e ao parasito (tempo de geracdo, potencial reprodutivo, estratégias de transmissao).
Assim, consideramos hospedeiros mantenedores aqueles capazes de manter a infec¢do de um dado
parasita. Hospedeiros dispersores sao aqueles que apresentam um perfil de infeccdo que favorece a
transmissdo do parasito em questdo (p. ex. alta transmissibilidade). E importante ressaltar que essas
caracteristicas sdo mutaveis, de modo que reservatdrios mantenedores podem agir como dispersores
por fatores como imunossupressdo, estresse e infec¢des parasitdrias concomitantes (Coors &

Meester 2011, Ulrich & Schmid-Hempel 2012).

No caso de T. cruzi, a infectividade de uma determinada espécie de mamifero aos
triatomineos € garantida pela presenca de formas infectantes do parasito na circulagdo sanguinea do
mamifero que possam ser disponiveis ao vetor durante seu repasto sanguineo. Essa caracteristica é
demonstrada pela deteccao do parasito no sangue do mamifero através de testes parasitoldgicos que
incluem exame a fresco, hemocultura e xenodiagndstico (Jansen & Roque 2010). Considerando que
uma vez infectado por 7. cruzi um animal ndo se livra da infec¢c@o, com raras excec¢des, 0 encontro
de um animal positivo em testes soroldgicos indica que o animal estd infectado, mas ndo reflete seu

potencial de infectividade aos vetores.

A manutencdo de parasitos multi-hospedeiros como 7. cruzi numa determinada area
depende da distribui¢cdo, abundancia e comportamento das muitas espécies com as quais O parasito
interage, ndo apenas das mais eficientes em manter o parasito (Brisson et al. 2011). Neste contexto,
tomando como base principalmente os trabalhos de Ashford (1997) e Haydon e colaboradores
(2002), consideramos como reservatorio nao apenas uma espécie de mamifero encontrada
infectada, mas um sistema que inclui uma ou mais espécies de mamiferos responsiveis pela

manutengdo de longo prazo de um parasito na natureza.
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Estudos com hospedeiros reservatérios devem considerar as diferentes caracteristicas
epidemioldgicas e padrdes de infeccdo, os quais se modificam de uma regido para outra em funcao
de: (a) das estratégias de vida e ciclo reprodutivo dos hospedeiros vertebrados; (b) do habitat e
clima locais; (c) da presenca, hdbitos e capacidade vetorial do hospedeiro invertebrado e; (d) das
peculiaridades da interagdo parasito-hospedeiro (Ashford 1996, Roque et al. 2005). Portanto, o
sistema reservatorio € multifatorial, imprevisivel e dinAmico, formando uma unidade bioldgica que
estd em constante mudancga em funcdo das alteracdes do meio ambiente e deve ser considerado em
intervalos determinados de tempo e espago. Isto significa que generalizar o papel de uma espécie e

os cendrios epidemioldgicos pode resultar no insucesso das medidas de controle.

Carnivoros silvestres e 7. cruzi

A ordem Carnivora atualmente consiste de 287 espécies, distribuidas em 15 familias que
incluem os maiores predadores terrestres do mundo (ex: tigre, ledo, onca pintada), os animais de
estimacdo preferidos do homem (cdes e gatos) e animais icones (ex: panda, urso polar) (Wozencraft
2005, Agnarsson et al. 2010). Ocorrem naturalmente em todo o mundo, exceto na Australia, Nova
Guiné, Nova Zelandia, Antéartica e muitas ilhas ocednicas (Nowak 1999). O nome deste grupo
taxonomico advém das adaptacdes de suas espécies a predacdo, com um aparato de dentes,
mandibula e crinio especialmente fortes para capturar, matar e desmembrar suas presas. Uma
caracteristica desta ordem € o conjunto de dentes especializados ao corte, formado pelos dentes
caninos e o par carniceiro (quarto pré-molar superior e primeiro molar inferior) (Eisenberg &
Redford 1999). Assim como a denti¢do, toda a estrutura do corpo dos carnivoros € adaptada para
caca: rdpida locomocao, alta acuidade visual e olfatéria e a presenga de quatro a cinco dedos com

garras cortantes em cada membro, outra caracteristica do grupo (Nowak 2005).

As espécies da ordem Carnivora apresentam uma notdvel diversidade ecolégica em
caracteristicas como periodo de atividade, sistema social, tamanho de 4rea de vida, entre outros,
ocupando praticamente todos os tipos de habitat e nichos ecoldgicos (Gittleman et al. 2001). Como
grupo, os carnivoros apresentam uma grande variedade de tamanhos, sendo que o menor carnivoro,
o furdo (Mustela nivalis), pode pesar apenas 35 gramas e o gigante urso polar chega a pesar 800 kg
(Nowak 2005). Contudo, a maioria das espécies desta ordem sdo carnivoros de médio porte (<
15kg), conhecidos como mesocarnivoros (Roemer et al. 2009). Ao longo do processo evolutivo, os
carnivoros foram se diversificando também nos seus hdbitos alimentares, variando desde espécies
majoritariamente insetivoras, frugivoras, onivoras ou essencialmente carnivoras, as quais ocupam o

topo das cadeias alimentares.
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Os carnivoros de topo de cadeia alimentar sao reconhecidos como importantes reguladores
de ecossistemas, desempenhando um papel chave na regulacdo das cascatas tréficas, através de um
efeito direto nas populagdes de presas por predacdo ou por efeito indireto dos predadores menores e
herbivoros nas populagdes de plantas e insetos, modulando toda a estrutura da comunidade (Letnic
et al. 2012). A posi¢ao de topo de cadeia resulta na intera¢cdo com varios taxa e, consequentemente,
dos organismos parasitando cada tdxon. De fato, estudos demonstraram que quanto mais alto o nivel
trofico de um determinado tdxon, maior a diversidade de seus parasitos (Lafferty et al. 2006, Chen
et al. 2008). Essa interagdo dos carnivoros com varios taxa pode favorecer a exposi¢ao a parasitos
multi-hospedeiros como Trypanosoma cruzi, capaz de infectar centenas de espécies de mamiferos e
de ser transmitido diretamente através da via oral, uma das mais importantes na natureza (Noireau

et al. 2009).

Algumas espécies de carnivoros ja foram descritas naturalmente infectadas por 7. cruzi e,
considerando a eficiéncia da infec¢do por via oral, carnivoros podem ocupar uma posi¢do unica
como bioacumuladores de parasitos e, provavelmente, dos seus distintos genétipos. Contudo, pouco
se conhece sobre o papel dos carnivoros nos ciclos de transmissao de 7. cruzi. Os primeiros relatos
datam das décadas de 1930-1940, com o trabalho pioneiro de Ferreira & Deane (1938) que
identificou 7. cruzi em duas das trés iraras (Eira barbara) examinadas na regido do Amazonas, e de
Mazza (1940) que reportou a infeccdo em uma irara e uma raposa andina (Lycalopex culpaeus
andinus) na Argentina. Nas décadas de 1960-1970, Leonidas Deane e o grupo liderado por Mauro
Barreto conduziram uma série de estudos sobre reservatérios e vetores silvestres de 7. cruzi e
descreveram alguns espécimes de canideos, mustelideos e procionideos infectados por 7. cruzi, os
quais nomearam de “reservatdrios naturais” (Deane 1961, Deane 1964, Barretto 1964, Albuquerque
& Barretto 1968, Ferriolli & Barretto 1968, Ferriolli & Barretto 1969, Albuquerque & Barretto
1970, Barretto & Ferriolli 1970, Barretto & Albuquerque 1971, Barretto & Ribeiro 1972, Barretto
& Ribeiro 1979). Vale ressaltar que a identificacdo de 7. cruzi naquela época era baseada em
caracterizacdo morfoldgica. Com os estudos subsequentes e a mudanga no conceito de reservatorio,
os pesquisadores comecaram a entender que as espécies diferem em sua capacidade de transmitir o

parasito e de serem considerados como reservatérios.

Em estudos mais recentes, existem dados disponiveis principalmente acerca de duas
espécies de procionideos, o guaxinim norte-americano (Procyon lotor) e o quati (Nasua nasua) no
Brasil, e de um mephitideo, a jaratataca (Conepatus chinga) na Argentina (Ceballos et al. 2006,
Herrera et al. 2008, Cardinal et al. 2008, Roellig et al. 2009b, Alves et al. 2011, Charles et al.

2012). Nas demais espécies, o que se sabe € que estdo expostas aos ciclos de transmissao de 7. cruzi
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em diferentes ambientes, como demonstrado por testes soroldgicos (Rosypal et al. 2007, Brown et

al. 2010, Rosypal et al. 2010).

Essa ordem de mamiferos apresenta uma combinacdo de caracteristicas bioldgicas que
fornece varias oportunidades para se infectar por 7. cruzi na natureza: vivem muito, possuem dieta
eclética, grandes areas de vida, dispersam por longas distancias e possuem habilidade para explorar
os estratos arboreos e terrestres em diferentes tipos de habitats (Nowak 2005). Uma vez que
carnivoros sdo reguladores de ecossistemas, eles também podem ter um efeito importante nas redes
de transmissao de parasitos multi-hospedeiros, como as redes de 7. cruzi, visto que eles predam em
espécies de vdrios taxa. Portanto, a investigacao da infecc@o por 7. cruzi nos carnivoros € crucial

para se compreender a ecologia e epidemiologia deste parasito e de seus diferentes gendtipos.

Neste contexto, esta tese tem como objetivo geral avaliar a transmissdo de Trypanosoma
cruzi e de seus gendtipos nos diferentes niveis da rede tréfica e o papel desempenhado pelos
carnivoros silvestres nos ciclos de transmissao deste parasito. Os materiais e métodos empregados,
bem como os resultados obtidos estdo organizados em trés capitulos em formato de artigos

cientificos:

O primeiro capitulo, Food web connections and the transmission cycles of Trypanosoma
cruzi and Trypanosoma evansi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) in the Pantanal Region, Brazil,
trata da transmissdo de 7. cruzi e seus gendtipos em seis ordens de mamiferos silvestres, além de
cdes domésticos e porcos ferais ao longo de sete anos de estudo na sub-regido da Nhecolandia,

Pantanal sul-matogrossense.

No segundo capitulo, Trypanosoma cruzi Tcl and Tcll transmission among wild carnivores,
small mammals and dogs in a conservation unit and surrounding areas, Brazil, mapeamos e
avaliamos a distribui¢do espacial da infeccdo por 7. cruzi e de suas populacdes em carnivoros
silvestres, pequenos mamiferos e caes domésticos, numa area de interface entre ambiente silvestre e

doméstico.

No terceiro capitulo, Trypanosoma cruzi infection in Neotropical wild carnivores
(Mammalia: Carnivora): at the top of the T. cruzi transmission chain, avaliamos a infeccao por 7.
cruzi em carnivoros silvestres em trés dreas de estudo. Ainda, fizemos uma avaliagdo geral da
infecc¢do por 7. cruzi em carnivoros da América do Sul, compilando nossos resultados e dados de
literatura, para analisar os padrdes de infecc@o e as possiveis correlacdes entre as distintas espécies

de carnivoros, especialmente considerando sua dieta e filogenia.
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Por fim, em anexo, o artigo “Ocorréncia de patégenos em carnivoros selvagens brasileiros
e suas implicacoes para a conservagcdo e saiide puiblica” € uma revisdo de literatura sobre
patégenos em carnivoros brasileiros, que inclui consideragdes sobre métodos diagndsticos,
estratégias de controle e manejo, bem como implicacdes para a conservagdo das espécies e saude

publica.
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Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a transmissao de Trypanosoma cruzi e de seus
gendtipos nos diferentes niveis da rede tréfica e o papel desempenhado pelos carnivoros silvestres

nos ciclos de transmissdo deste parasito.

Objetivos especificos:

(1) Awvaliar o ciclo de transmissdo de 7. cruzi e de seus gendtipos em seis ordens de mamiferos
silvestres, caes domésticos e porcos ferais no Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil, por

testes soroldgicos, parasitologicos e moleculares;

(i1)) Mapear e avaliar a distribuicdo espacial da infeccdo por 7. cruzi e de seus genétipos em
carnivoros silvestres, pequenos mamiferos e cdes domésticos, nos ambientes silvestre e
peridoméstico, através de testes soroldgicos, parasitolégicos e moleculares, no Parque

Nacional da Serra da Canstra (PNSC) e arredores, Minas Gerais;

(111) Diagnosticar a infeccdo por 7. cruzi e a competéncia infectiva, por métodos parasitologicos
e soroldgicos na comunidade de carnivoros do Pantanal e PNSC, e por métodos sorolégicos
na regido de Araguari/Cumari (Minas Gerais/Goids). Caracterizar os isolados de 7. cruzi por

métodos moleculares.

(iv) Fazer uma anélise global da infec¢cao por 7. cruzi em carnivoros silvestres da América Sul,
compilando resultados deste estudo e dados de literatura, e verificar possiveis correlacdes
das taxas de infeccdo e competéncia infectiva entre as diferentes espécies, especialmente

considerando a dieta e filogenia.
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CAPITULO 1
Food web connections and the transmission cycles of Trypanosoma
cruzi and Trypanosoma evansi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) in

the Pantanal Region, Brazil.

Heitor Miraglia Herrera, Fabiana L.opes Rocha, Cristiane Varela Lisboa, Vitor

Rademaker, Guilherme Mourao e Ana Maria Jansen.

Artigo publicado na Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene (2011 ),
105: 380- 387. Doi: 10.1016/j.trstmh.2011.04.008

Possiveis rotas de transmissao/infec¢do de Trypanosoma cruzi entre mamiferos e vetores no
Pantanal, Mato Grosso do Sul.

(Ilustragdo: Fabiana Rocha)
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We examined by parasitological tests (hemocultures and buffy coat) infection by Try-
panosoma cruzi and T. evansi in blood samples from Leopardus pardalis, Cerdocyon thous
and domestic dogs. Besides, 25 T. cruzi isolates previously derived from feral pigs and small
wild mammals were here characterized by miniexon gene and demonstrated to be in the
Tcl genotype. Herein, we make an overall analysis of the transmission cycle of both try-
panosome species in the light of the assemblage of data collected over the last seven years.
The carnivore Nasua nasua was confirmed to play a major role in the transmission cycles
of both T. cruzi and T. evansi since it was the species that had the higher prevalence and
higher parasitemias by both flagellate species. In addition, our results show that both try-
panosomatid species may be found throughout the Pantanal landscape, in all forest strata,
as shown by the infection of carnivore, arboreal and terrestrial scansorial marsupial species
in complex and seasonal transmission cycles. We propose that transmission of T. cruzi and
T. evansi in the southern Pantanal region takes place via an intricate ecological trophic net-
work involving generalist and specialist mammal species that are linked through a robust
food-web connection.
© 2011 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd.
All rights reserved.

1. Introduction

two trypanosome species display different life cycles that
result in distinctive lifestyle strategies. However, as a com-

The Trypanosomatidae species Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma evansi are of considerable health importance
since these flagellates are, respectively, the etiologic agents
of Chagas disease (American trypanosomiasis) and of ani-
mal trypanosomiasis. Trypanosoma cruzi is distributed in
the different biomes of the American continent, between
latitudes 41°N and 46°S, while T. evansi is found through-
out tropical and subtropical areas of the world. Although
members of a family of highly divergent eukaryotes, these

* Corresponding author. Tel.: +55 21 25984324; fax: +55 21 25606572.
E-mail address: herrera@ioc.fiocruz.br (H.M. Herrera).

mon feature, these two trypanosome species infect a broad
range of sylvatic mammalian species and are able to inhabit
a wide variety of host tissues.1:2

In Brazil, besides the still occurring congenital cases and
the classical contaminative infection cases, new cases of
Chagas Disease are mainly associated to the ingestion of
contaminated food probably originated from infected vec-
tors. In fact, the oral transmission has been demonstrated
as an effective mechanism and, after the main domicil-
iary vector T. infestans and the blood bank transmission of
T. cruzi were controlled in Brazil, infection by oral route
came to be the most important and permanent transmis-
sion mechanism.3

0035-9203/$ - see front matter © 2011 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Trypanosoma cruziis characterized by an extremely high
level of genetic diversity revealed by biochemical, biologi-
cal and molecular tools and currently six discrete typing
units (DTUs), respectively Tcl to TcVI, are recognized in
the taxon.*®> Moreover, in Brazil, distinct epidemiological
scenarios have already been proposed such as a putative
association of the genotypes Tcl and Tcll/formerly Tcllb®
with, respectively, the sylvatic and the domestic transmis-
sion cycles.® In spite of all these studies this is still an
intensively discussed topic. Furthermore, the expressive
amount of available data has still left several gaps in the
knowledge of the intricate T. cruzi transmission network in
the wild, probably because examination and follow-up of
free ranging mammals is a difficult task.

Animal trypanosomiasis due to T. evansi, popularly
known in the Pantanal as ‘Mal de Cadeiras’, is a severe
acute disease in horses and dogs, sub-clinical in cattle.”-
Moreover, capybaras support infections without apparent
damage.8 This monomorphic flagellate species is transmit-
ted only mechanically by biting flies of the genera Tabanus
and Stomoxys and similar to other African salivarian try-
panosomes has a huge diversity of surface glycoprotein
coat.2

The Pantanal is a 160 000km? floodplain located in
the centre of the South American continent, formed by
the upper Paraguay River and its tributaries. It is a
mosaic of seasonally inundated native grasslands, savannas
and scrub savannas, river corridors, lakes, gallery forests
and patches of scrub and semi-deciduous forests. In this
highly diverse environment, in which different wildlife and
domestic species shares the same habitats, the landscape
dynamics and resource availability change according to
a multi-year variation of flooding intensity.8° Although
parasites are ubiquitous in ecological communities and
represent the most common consumer strategy among
organisms, only recently have they been routinely included
in food web studies.!0 In fact, predators often coinciden-
tally ingest parasites when feeding, and in some cases the
effect of predation is even greater on the parasite than on
prey. In the wild, trypanosomes are very efficiently trans-
mitted by the oral route and are therefore imbibed in a food
chain and/or, depending on the local fauna composition, in
a network of interactions, a food web, where most con-
sumers feed on multiple species and are, in turn, fed upon
by multiple other species - a phenomenon called trophic
transmission.1%-11

Studies that include a long term follow up of trypanoso-
matid infections among free-living wild animals are quite
scarce. Therefore, the main purpose of this paper was
to contribute with the knowledge of variables that are
involved in the transmission cycles of T. cruzi and T. evansi
in the Pantanal wetland. Herein we extended our previ-
ous studies on T. cruzi and T. evansi to the carnivores ocelot
(Leopardus pardalis), crab-eating fox (Cerdocyon thous) and
sympatric domestic dogs. We also performed characteri-
zation by miniexon gene of previously obtained T. cruzi
isolates derived from one feral pig Sus scrofa and twenty
four small mammals (rodents and marsupials), maintained
in liquid nitrogen in our laboratory. We reappraised our
previous data in the light of the present study in order to
evaluate the importance of trophic webs (predator-prey

links) as determining the flow of T. cruzi and T. evansi in a
natural ecosystem.

2. Methods
2.1. Study areas and habitats

This study was performed in southern Pantanal
(19°34’54”S and 56°14'62"W), where the climate is trop-
ical semi-humid with an average annual temperature of
25°C (average minimum temperature 19.2°C, average
maximum temperature 32.3°C). Weather conditions are
markedly seasonal; the dry season occurs from May to
October and the wet season from November to April, with
the major concentration of rainfall between December
and February. During the wet season, many areas of open
grasslands flood; in the dry season, the land dries out
and only scarce pools, creeks, and some lakes remain. In
addition, the Pantanal is subject to a predictable annual
monomodal flood pulse as well as multiyear variation of
flooding intensity, with an alternation of high-flood years
and significantly drier ones.?

Five different phytophysiognomies may be distin-
guished in the studied area: (a) gallery forest: dense
semi-deciduous forest along the banks of perennial rivers
(b) forest patches: higher ground covered by dense semi-
deciduous forest, free of seasonal flood; (c) savanna: small,
twisted or gnarled trees, thinly spaced by herbaceous layers
formed by grasses and shrubs; (d) forest patches/grassland
border covered manly by dense bushes of bromelia mixed
with shrubs and vines and (e) grassland: seasonally flooded
plains including the edges of different types of water bod-
ies. Habitat differences in extension and shapes form a
mosaic of vegetation characteristic of the region.

2.2. Capture methods

Free-living mammals were trapped with the autho-
rization of Brazilian Government Institute for Wildlife
and Natural Resources Care (IBAMA), license number
183/2005, immobilized with zolazepan and tiletamina
cloridrat (Zoletil 50) and, after handling and recover-
ing from anesthesia, immediately released. Blood was
collected in commercial tubes containing EDTA as antico-
agulant. All animal procedures were in accordance with
bio-security techniques and individual safety equipment
was used in all procedures involving animals and biolog-
ical samples. Domestic dogs were sampled with owner
authorization. All animal procedures were carried out
in accordance to the rules of project approved by the
Experimental Animal Research Committee CEUA-FIOCRUZ
(L-015/07 and L-068/08).

2.3. Trypanosome survey

We sampled 42 crab-eating foxes, 10 ocelots and 69
domestic dogs for parasitological tests. In the field, search
for T. evansi was made using the buffy coat technique
(BC).12 Hemoculture (HC) was performed for T. cruzi in
two tubes containing Novy, McNeal, and Nicolle medium
covered with an overlay of liver infusion tryptose mixed
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with 10% fetal calf serum and 140 mg/ml of gentamicin
sulfate. Each tube was inoculated with 0.2ml of blood
from each animal sampled. The HC tubes were examined
in the laboratory twice monthly up to five months. Ani-
mals were considered with high parasitemia when positive
in BC test for T. evansi and HC for T. cruzi. We character-
ized by miniexon gene 25 T. cruzi isolates derived from 24
small mammals and one feral pig, collected in a southern
Pantanal region during 2002-2009, archived in our labo-
ratory. Epimastigote forms collected from cultures at the
end of the log phase were centrifuged, washed, and incu-
bated with proteinase K and SDS (sodium dodecyl sulfate).
The DNA of the lysed cells was extracted with phenol-
chloroform and precipitated after the addition of sodium
acetate and ethanol. Differential amplification of part of
the non-transcribed spacer of the miniexon gene could be
achieved using a pool of five oligonucleotides for the PCR
as described elsewhere.!3 The amplification products were
analyzed by 2% agarose gel electrophoresis, followed by
ethidium bromide staining and UV visualization. Four iso-
lates were used as controls: CIGS 18 (T. cruzi isolate derived
from Saguinus bicolor bicolor from the Amazon Forest typed
as Tcl), GLT 725 (T. cruzi isolate from Leontopithecus rosalia
from the Atlantic Rainforest typed as Tcll/formerly Tcllb),
Rb III (T. cruzi isolate derived from Rhodnius brethesi from
the Amazon Forest typed as Tclll/TcIV - formerly Z3) and
H14 (T. rangeli isolate acquired from Colecdo de Tripanoso-
matideos/Oswaldo Cruz Institute - FIOCRUZ).

We also investigated the presence of high parasitemias
for both T. cruzi and T. evansi in all mammals sampled in
the southern Pantanal region in studies already published
by our group during 2000-2007.

Immunofluorescence antibody test (IFAT) for detecting
IgG was conducted as already described.® We used try-
panosome antigen deriving from axenic medium (T. cruzi)
or ionic exchange column (T. evansi). No crossed serore-
activity was observed when dilutions below 1:40 were
used. Negative control serum samples were obtained from
animals born at a wildlife breeding center located in the
Oswaldo Cruz Institute or in captive animals native to non
endemic area for trypanosome species. Positive controls
were obtained from animals positive by BC or HC. Stan-
dardization of the protocol was undertaken in order to
establish suitable working dilutions for each specific flu-
orescein antibody conjugate as well as their respective
cut-off values as published elsewhere.814-16 The cut-off
values for T. cruzi and T. evansi were 1:40 for crab-eating
fox, ocelot and dogs. Mixed serological results for T. cruzi
and T. evansi were defined as positive IFAT for each try-
panosomatid, irrespective of differences in antibody titer.
The results were analyzed together with T. cruzi and T.
evansi eco-epidemiological data acquired in our laboratory
between 2000 and 2007.

3. Results

The ocelot and crab-eating fox seem to be involved to
some degree in the T. evansi transmission net, but not in
that of T. cruzi (Table 1). Actually, positive I[FAT showed
that these carnivores are exposed to infection by both try-
panosome species, but the negative HC and the single BC

throughout strongly suggest low transmissibility potential
of these carnivores and their role as dead end hosts of both
T. cruzi and T. evansi.

Domestic dogs were implicated in the T. evansi trans-
mission cycle, but not in that of T. cruzi. Indeed, HCs were
negative throughout, contrasting with the presence of T.
evansi, as demonstrated by positive BC (Table 1).

Small wild mammals were involved in the transmission
cycle of the T. cruzi genotype Tcl but not Tcll. All charac-
terized T. cruzi isolates derived from these animals were
demonstrated to belong to genotype Tcl (Table 2).

There is a well established, widespread and long lasting
transmission cycle of T. evansi and T. cruzi in the Pan-
tanal, involving almost all extant mammal species. The
results obtained herein, added to previous results from the
same locality,®13-16 show that southern Pantanal is highly
enzootic for both T. cruzi and T. evansi (Tables 1 and 2).

The arboreal Oecomys mamorae and the terrestrial Tri-
chomys pachyurus were the more abundant species among
small mammals in the study area (Table 3). In addition,
the coati (Nasua nasua) and the peccaries (Pecary tajacu
and Tayassu pecari) were the higher in biomass and bats
in richness (n=11).

The role played by each host species in the T. cruzi and
T. evansi transmission cycles in the southern Pantanal was
singular. Thus, the eclectic carnivore Nasua nasua (coati)
was the main reservoir species of T. cruzi and T. evansi
in which these trypanosomatids may establish sympatric
infections as observed in four coati specimens (Table 4).
The coati was the mammal with the highest transmissibil-
ity potential for its high biomass and high prevalence of
positive parasitological tests (32.7% positive HC and 51.4%
positive BC) throughout the study time.

In contrast, the role of bats in the transmission cycle
of the trypanosomatids was only marginally important for
T. cruzi and unimportant for T. evansi in the study area
(Table 1). Similar to the armadillos, bats have been incrim-
inated in different T. cruzi transmission cycles, 617 but this
was not the case in the Pantanal region. Moreover, bats may
be considered as maintenance hosts of T. evansi, as seen by
the low parasitemias, recorded only by PCR (Table 1). The
vampire bat Desmodus rotundus may have special impor-
tance, because it may maintain and transmit T. evansi.2

Small wild rodent species seem to play equivalent roles
in the transmission cycles of both T. cruzi and T. evansi,
since they showed comparable overall serum prevalence
(20.3% and 17.3%, respectively) and similar positive HC and
BC percentages (respectively 14.9% and 17.1%).14

In spite of their low relative abundance, marsupials play
a role in the T. cruzi transmission cycle in the southern
Pantanal, since they show high seroprevalence (48.6%) and
parasitemias (38.9%). In contrast, the role of marsupials
in the transmission of T. evansi seems to be unimportant,
although they were exposed (13.9% of positive IFAT titers).
In fact, positive BC was found only in one Philander frenatus
(Table 1).14

Armadillos and suiformes apparently play only a neg-
ligible role in the maintenance of both trypanosomatid
species T. cruzi and T. evansi in the southern Pantanal
(Table 1). In fact, just one specimen of the suiformes, had
a positive HC (Tcl) (Table 2). Moreover, as has already
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Table 1
Number of animals positive for Trypanosoma cruzi and T. evansi infection, summarized data from seven years follow-up in mammals from the southern
Pantanal
Taxon Species T. cruzi T. evansi
IFAT HC No. sampled IFAT BC PCR No. sampled
Carnivores Nasua nasua®'> 101 33 158 35 18 22 115
Cerdocyon thous? 16 - 42 8 1 ND 42
Leopardus pardalis® 3 - 10 5 1 ND 8
Total of wild carnivores 33 210 18 165
Canis familiaris?, 8 5 - 69 27 3 11 69
Large rodent® Hydrochaeris hydrochaeris 5 7 24
Small rodents'* Oecomys mamorae 27 5 93 14 5 ND 82
Thrichomys pachyurus 5 1 71 16 1 ND 72
Clyomys laticeps 6 1 30 9 1 ND 45
Holochilus brasiliensis 5 - 19 1 - ND 20
Cerradomys scotti 2 - 11 - - ND 11
Calomys callosus 2 - 8 1 - ND 7
Total of small rodents 47 7 232 41 7 237
Marsupials'# Gracilinanus agilis 5 4 14 2 - ND 13
Monodelphis domestica 9 2 12 1 - ND 12
Thylamys spp. 2 - 7 1 - ND 7
Philander frenatus 2 1 4 1 1 ND 4
Total of marsupials 18 7 37 5 1 36
Suiformes’® Pecari tajacu 39 - 68 35 - 11 68
Tayassu pecari 2 - 8 3 - 1 8
Sus scrofa (feral) 12 1 21 9 - 21
Total of suiformes 53 1 97 47 - 16 97
Armadillos83! Euphractus sexcinctus ND 1 19 ND - 1 8
Bats!? Artibeus jamaicensis ND 1 4 ND - 3 6
Phyllostomus hastatus ND 2 4 ND - - 1
Glossophaga sorecina ND - 2 ND - - 3
Carolia sp. ND - 1 ND - 1 3
Chrotopterus auritus ND - 1 ND - - 1
Tonatia sp. ND - 1 ND - 1 1
Platyrrhinus sp. ND - 2 ND - 1 5
Sturnira lilium ND - 1 ND - - 1
Diaemus sp ND ND 0 ND - - 1
Desmodus rotundus ND - 3 ND - 1 5
Noctilio sp ND ND 0 ND - - 2
Mollossus sp ND - 2 ND ND ND 0
Myotis sp. ND - 7 ND - 2 2
Total of bats 3 28 9 31
Total 52 623 26 574

The data of hemoculture (HC) and buffy coat (BC) represent the number of parasitologically positive animals. The data of Immunofluorescence Antibody
Test (IFAT) represent the number of seropositive animals. -: negative results; ND: not done.

2 Present study.

Table 2

Molecular characterization of 68 isolates of Trypanosoma cruzi derived from sylvatic mammals from the southern Pantanal, Brazil (2002-2009)
Species No. sampled T. cruzi Genotype Reference

Tcl Tcll 732 Tcl | Tcll Tcl | Z32 Tcll | Z32

Nasua nasua 158 20 10 2 6 Herrera et al., 200816
Oecomys mamorae 136 10 Present study
Thrichomys pachyurus 274 2 Present study
Clyomys laticeps 76 1 Present study
Cerradomys scotti 11 2 Present study
Gracilinanus agilis 80 5 Present study
Thylamys macrurus 19 2 Present study
Monodelphis domestica 33 1 Present study
Philander frenatus 10 1 Present study
Sus scrofa (feral) 32 1 Present study
Euphractus sexcinctus 19 1 Lisboa et al. 200931
Artibeus jamaicensis 4 Lisboa et al. 20087
Phyllostomus hastatus 4 1 Lisboa et al. 20087
Total 856 45 11 3 6

Blank cells indicate a negative result.

2 Currently classified as Tclll or TclV following Zingales et al. 2009.°
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Table 3

Natural history data of wild mammals studied in the southern Pantanal
Species Common name Diet Strata Body Density, Relative

occurrence weight, kg ind/km? abundance, %

Nasua nasua Coati Car-Fr/Gr-In S 4 12.2
Cerdocyon thous Crab-eating fox Car-Fr/Gr-In T 5 04
Leopardus pardalis Ocelot Car-Fr/Gr-In T-S 8 0.2
Pecari tajacu White lipped peccary Fr-Br/Gz T 32 6.2
Tayassu pecari Collared peccary Fr-Br/Gz T 18 43
Sus scrofa (feral) Feral pig Fr-Br/Gz T 35 5.2
Euphractus sexcinctus Six-banded armadillo Car-Fr/Gr-In T-F 3.3 1.2
Hydrochaeris hydrochaeris Capybara Br/Gz T 30 21
Oecomys mamorae Arboreal rice rat Fr/Gr-In S 0.072 30
Thrichomys pachyurus Punaré Fr/Gr-In T 0.27 24
Clyomys laticeps Broad-headed spiny rat Fr/Gr-In T 0.205 13
Holochilus brasiliensis Marsh rat Fr/Gr-In T 0.168 6
Cerradomys scotti Lindbergh’s Oryzomys Fr/Gr-In T-S 0.097 3
Calomys callosus Large vesper mouse Fr/Gr-In T 0.045 3
Gracilinanus agilis Agile gracile opossum Fr/Gr-In T-S 0.035 10
Thylamys macrurus Paraguayan fat-tailed mouse opossum  Fr/Gr-In T-S 0.061 6
Monodelphis domestica Gray short-tailed opossum Fr/Gr-In T-S 0.081 3
Philander frenatus Southeastern four-eyed opossum Fr/Gr-In T-S 0.281 2
Artibeus jamaicensis Common fruit bat Fr-In w
Phyllostomus hastatus Spear nosed bat Fr-In w
Glossophaga soricina Pallas’s long-tongued bat Fr-In w
Carollia sp. Gray short-tailed bat Fr-In W
Chrotopterus auritus Woolly false vampire bat Fr-In w
Tonatia sp. Round-eared bat Fr-In w
Platyrrhinus sp. Broad-nosed Bat Fr-In w
Sturnira lilium Little yellow-shouldered bat Fr-In w
Desmodus rotundus Vampire Bat Fr-In w
Mollossus sp. Black Mastiff Bat Fr-In w
Myotis sp. Whiskered bats Fr-In w

Table adapted from Desbiez 2007° with data from Herrerra et al. 20074 and Lourival and Fonseca 1997. 32 Blank cells indicate not done.
Fr/Gr: Frugivore/Granivore; Br/Gz: Browser/Grazer; In: Invertebrate; Car: Carnivore; T: Terrestrial; S: Scansorial; F: Fossorial; W: Winged.
The Relative Abundance was estimated by dividing the number of individuals of a given species by the total number of mammals captured.

Table 4

Trypanosoma cruzi and T. evansi co-infected mammal species from the southern Pantanal, Brazil
Species Co-infection n (%) No. sampled

IFAT HC/BC

Nasua nasua 35(22.1) 4(11.4) 158
Cerdocyon thous 4(9.5) - 42
Canis familiaris 6(8.7) - 69
Oecomys mamorae 2(2.7) - 74
Thrichomys pachyurus 1(1.4) - 71
Clyomys laticeps 1(2.2) - 45
Monodelphis domestica 1(8.3) - 12
Sus scrofa 8(38.1) - 21

The data of hemoculture (HC) / buffy coat (BC) are expressed by a rate of number of parasitological positive and seropositive animals.The data of
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) represent the number of seropositive animals. -: negative results.

been reported, feral pigs efficiently control infections by
T. evansi, since both experimental and natural infections
resulted in low parasitemia.’®

4. Discussion

As eclectic parasites, T. cruzi and T. evansi infect a broad
range of mammal species in diverse ecologic niches, pre-
senting therefore distinct and peculiar epidemiological
patterns. In this sense, each particular habitat of a biome
displays different infected mammal species involved in dis-
tinct transmission cycles, that can be connected or not.

Apart from high T. cruzi infection prevalence and a
high infectivity potential, the importance of the coati is

guaranteed by its ability in maintaining the three main
genotypes of T. cruzi (Tcl, Tcll and Tclll/TclV - formerly Z3)
in single and mixed infections (Tcl/Tcll and Tcl/Tclll/TcIV
- formerly Z3).!5 Coati are also an important reservoir of
T. evansi, as may be observed in expressive prevalence in
single as well as in co-infections with T. cruzi.

The enzootic cycle of T. cruzi in nature has probably been
maintained for millions of years, in great part by oral route
transmission, through the ingestion of infected triatomines
and/or small mammals by armadillos, marsupials, primates
and carnivores.2318 Additionally, apart of being able to sur-
vive in the gastric environment, T. cruzi shows an enhanced
competence in invading cells.'® Trypanosoma evansi oral
transmission has already been reported.2% Altogether,these
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Figure 1. Possible transmission/infection routes of Trypanosoma cruzi among mammals from southern Pantanal, Brazil.

results suggest the importance of a trophic transmission as the food-chain as are the coatis, did not present high
a mechanism of bioaccumulation of these flagellate species parasitemias. This phenomenon may be linked to the
in the studied area. peculiarities of the feeding behavior of these taxa. In

Interestingly, medium sized carnivores such as crab- fact, the ingestion of triatomine bugs by coatis is highly
eating foxes and ocelots, although positioned high in probable since coatis are omnivorous and in this sense

Figure 2. Possible transmission/infection routes of Trypanosoma evansi among mammals from southern Pantanal, Brazil.
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predominantly insectivorous and frugivorous, and the con-
sumption of vertebrates is occasional.! In addition, the
coati uses all habitats of its large home range and are thus
more exposed to infection. Ocelot and crab-eating foxes
display distinct foraging habits: the crab-eating fox, despite
being an opportunist predator, feeds on fruits, small mam-
mals and a minor amount of insects.?2 Compared to the
other carnivore species of this study ocelots are the more
specialist depending predominantly on small mammalian
prey.23

Our data allow us to suppose that ocelot and crab-
eating fox populations may be only marginally exposed to
T. evansi infections in the southern Pantanal region since
domestic felids and canines are extremely susceptible to
T. evansi®®24 and we have not found positive BC in these
free-living carnivore species. This may also be the case
of the rodents that are recognized as extremely suscep-
tible to experimental infection by T. evansi?> displaying
parasitemias of 106 to 10°. Due to the high parasitemias,
broad range of habitats and niches that are occupied by the
rodents besides its expressive abundance,!* they certainly
constitute at least part of the ecological complex of reser-
voir hosts for both T. cruzi and T. evansi in the southern
Pantanal. Among the six species of small rodents sampled,
only Oecomys mamorae and Trichomys pachyurus seem to
have some importance for the maintenance of respectively
T. cruzi and T. evansi enzooties in the studied area, due to
their high relative abundance and higher seroprevalence
and parasitemias for both flagellate species (Tables 1 and 3).

Considering that all strains isolated from small rodent
and marsupial species belong to the Tcl group, and the
carnivore coati were found harboring the three main geno-
types, as well as mixed strains, three hypotheses may come
to mind: (i) positive selection of Tcl genotype by small
rodents and marsupials species, (ii) small wild mammals
do not support Tcll infections and die, (iii) small mammals
are not exposed to Tcll and Tclll/TcIV - formerly Z3. All
these hypotheses show weak but also strong and defensible
points since T. cruzi subpopulation selection, independent
transmission cycles in a same forestall fragment and/or
mortality of small rodents in experimental conditions have
already been described.6.18.19.26

Concerning domestic dogs, our data are in contrast to
several studies that showed that infected dogs constitute
a major domestic reservoir of T. cruzi and a risk factor for
domestic transmission throughout Latin America,'827 an
observation that reinforces the epidemiological complex-
ity of the transmission cycle of this trypanosomatid species.
Domestic dogs may become infected by T. evansi via vecto-
rial transmission as well as by ingestion of infected blood
and/or meat of infected mammals. In fact, dogs are fre-
quently seen to fight with coatis and crab-eating foxes, and
have been observed feeding on feral pig and capybara car-
casses (Herrera HM, personal communication). Domestic
dogs are important in the T. evansi epidemiology, because
they represent a threat of infection for horses due to their
close proximity with horsemen during cattle management
practices.

Encounters among predators and prey in the studied
area are facilitated by the presence of the large quantity of
the palm tree Attalea phalerata in the forest patches. This

habitat supplies refuge and an immense quantity of fruit to
coatis, small rodents, feral pigs and armadillos even during
the dry season.? Moreover, bugs and flies rest at night on
‘acurizal’ palm tree branches.2829

The coati and the arboreal rice rat are key species for
the maintenance of the life cycles of T. cruzi and T. evansi
in the southern Pantanal area because they displayed the
greatest T. cruzi and T. evansi serum prevalence and highest
parasitemias (as seen by positive HC and BC); they have
large population densities; they are found from the ground
to canopy trees; they include invertebrates in their diet;
and share the same frond-sheet ecological niche of Attalea
phalerata for search for food and shelter.!41521

The data presented herein strongly suggest that the
capybara, a very important reservoir host for T. evansi® is
an unimportant host in the T. cruzi transmission cycle. Its
exclusive herbivorous diet besides its very dense fur are the
probable barriers for T. cruzi infection.

Undoubtedly, all mammal species examined compose
an ecological network of reservoir hosts for T. cruzi and T.
evansi in the southern Pantanal. However, the importance
of each mammal species in the dispersion and/or mainte-
nance of both pathogenic tripanosomatids in the studied
area may be extremely inconstant, due to:

(i) The complexity of the Pantanal ecologic process and
its inter-relationships, expressed by the climatic insta-
bility of a floodplain, with consequent multi-annual
wet and dry periods and strong impact on distribu-
tion, community structure and population size of many
plant and animal species. This natural weather vari-
ation determines ecological patterns and processes,
conferring a temporal (pluri-annual) enzootic asym-
metry in many infectious-parasitic diseases in the
Pantanal environment.

(ii) The human encroachment expressed by the transfor-
mation of natural vegetation into pasture that nega-
tively affects habitat and species diversity, decreasing
the natural ecological buffer system and inducing
changes in host-parasitic relationships.

Our data strongly support that, even though vecto-
rial transmission has an obvious role in the epidemiology
of Chagas disease and animal trypanosomiasis, the main-
tenance of T. cruzi and T. evansi in the Pantanal is also
warranted by a complex network via oral route - preda-
tion (Figures 1 and 2). This pathway allows these flagellated
parasites to spread from prey to predators by a mechanism
known as trophic transmission. Carnivores may become
infected by T. cruzi and T. evansi via ingestion of small
mammals, a group of animals that are a well known host
for these trypanosome species in the studied area.®14 Fur-
thermore, the ingestion of bugs and flies by small mammal
species, armadillos and coatis212930 also has to be consid-
ered as a part of the trophic connections of trypanosome
transmission cycles in the Pantanal region.
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SUMMARY

Aiming to better understand the ecological aspects of Trypanosoma cruzi transmission cycles, wild carnivores, small
mammals and dogs were examined for 7. cruzi infection in the Serra da Canastra National Park region, Brazil. Isolates were
genotyped using mini-exon gene and PCR-RFLP (1f8 and H3) genomic targets. Trypanosoma cruzi transmission was well
established in the area and occurred in both wild and peridomestic environments. Dog seroprevalence was 29:4% (63/214)
and T'cl and T¢Il genotypes, besides mixed infections were observed. Only T¢I was detected in wild mammals. Marsupials
displayed lower relative abundance, but a high prevalence of positive haemocultures (4/22), whereas rodents displayed
positive haemocultures (9/113) mainly in the abundant Akodon montensis and Cerradomys subflavus species. The felid
Leopardus pardalis was the only carnivore to display positive haemoculture and was captured in the same region where the
small mammal prevalence of 7. cruzi infection was high. T'wo canid species, Chrysocyon brachyurus and Cerdocyon thous,
were serologically positive for T'. cruzi infection (4/8 and 8/39, respectively), probably related to their capacity to exploit
different ecological niches. Herein, dog infection not only signals 7. cruzi transmission but also the genotypes present.
Distinct transmission strategies of the 7'. cruzi genotypes are discussed.

Key words: transmission cycles, trophic network, reservoir, Discrete Typing Units, Chagas disease, Serra da Canastra
National Park, Brazil.

INTRODUCTION Shikanai-Yasuda and Carvalho, 2012). The continu-
ally new human cases demonstrate that numerous
aspects of Chagas disease epidemiology still remain
unclear, probably because the transmission cycles of

The aetiological agent of Chagas disease,
Trypanosoma cruzi, is a multi-host parasite found in
more than 100 mammalian species and capable of
infecting almost all cell types (Noireau et al. 2009).
Human infections have been generally associated
with contact with the contaminated feces of in-
fected triatomine bugs, besides blood transfusion,
organ transplantations, congenital transmission
and oral transmission. Indeed, this latter has been
responsible for the most recent outbreaks in
Brazil and is probably the most ancient route of
infection among wild animals (Noireau et al. 2009,

the parasite are maintained in intricate transmission
networks that embrace several mammalian and
vector species, resulting in unique epidemiological
scenarios.

Trypanosoma cruzi is a highly diverse complex of
genetic lineages. The current nomenclatural consen-
sus recognizes 6 major genotypes or ‘Discrete Typing
Units’ (DT'Us) within the taxon, T. cruzi I ('Tcl) to
T. cruzi VI (TcVI) (Zingales et al. 2009). To date, all
of them occur in Brazil, although with different
geographical distribution patterns and ecological

Corresponding author: Laboratério de Biologia de characteristics. Tcl is described to be an ubiquitous

T'ripanosomatideos, Fundagao Oswaldo Cruz,

FIOCRUZ. Av. Brasil 4365. Pav. Rocha Lima 516. Rio lineage in view of the diversity of its hosts, vectors
de Janeiro-R]. CEP: 21045-900, Brazil. Fax: and habitats. The TclI lineage is reported to have

+55 212560 6572. E-mail: jansen@ioc.fiocruz.br a more restricted geographical distribution and to
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occur in focal transmission cycles. However, it has
been described in several mammalian taxa and
biomes (Lisboa et al. 2006, 2008; Herrera et al.
2008), suggesting that it may be much more wide-
spread than is currently acknowledged. TeclIl is
found mainly in the Amazonia biome, although
sparsely reported throughout the country. T¢IV has
been recorded in northern and northeastern Brazil,
whereas T'cVI has been found in the middlewestern
and southern regions (Zingales et al. 2012). 'T'cV is
described to occur in Argentina, Bolivia, Paraguay
and in northeastern Brazil (Araujo et al. 2011). This
broad distribution in distinct mammalian host
species suggests that we are far from understanding
the dispersion strategies of each lineage and its
consequence for the epidemiology of 7. cruzi infec-
tion.

The importance of each mammalian species in the
maintenance and dispersion of a multi-host parasite
like T. cruzi will rely mainly on the ability of
the parasite to persist in the mammalian host and be
transmitted to the vector, besides the host’s relative
abundance. In this sense, we consider as reservoir a
species or community responsible for the long term
survival of a parasite in a given area (Ashford, 1996),
in which the role of each host species should be
interpreted at intervals of time and space as well as
accounting for the community composition and
environmental characteristics. Thus, the importance
of domestic dogs as reservoirs of T. cruzi varies
throughout Latin America. In northwestern
Argentina, dogs displaying high parasitaemias and
infectiousness to vectors for long periods have been
recorded (Gurtler et al. 2007), whereas in most
countries, including Brazil, dogs display high sero-
prevalence but rarely present high parasitaemia
levels (Roque et al. 2008; Pineda et al. 2011; Xavier
et al. 2012). With regard to small mammals, a
considerable number of marsupial and rodent species
have been found naturally infected (World Health
Organization, 2002). From these, species of the
opossum genus Didelphis have been generally pointed
out as the main reservoir, mostly due to the fact that
studies focused mainly on this synanthropic genus,
thus discounting other mammal species that may
compose the T. cruzi reservoir system within a given
area.

Little is known about the role of carnivores in the
T. cruzi transmission network, probably because the
examination of free-ranging carnivores requires long-
term and technically challenging studies. Data are
available for 2 Procyonidae species, the raccoon
(Procyon lotor) and the ring-tailed coati (Nasua
nasua) (Herrera et al. 2008; Kribs-Zaleta, 2010),
but for wild canid and felid species, the only available
information is that they are exposed to the T. cruzi
transmission cycles in different environments, as
expressed by positive serological tests (Brown et al.
2010; Herrera et al. 2011). In essence, carnivores have
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great potential to be important reservoirs due to
the high diversity in their ecological niches that
might range from insectivorous to carnivorous diet
in different forest strata and habitats (Nowak, 2005),
favouring contact with different components of the
T. cruzi transmission net. Besides, top predators can
be bioaccumulators of parasites (Cleaveland et al.
2006), and this may be also the case for T'. cruzi, since
the oral transmission is a highly efficient route for
this parasite. Along with their huge biomass and
broad home range, these characteristics give them a
great potential to amplify and spread the parasite
populations.

The Serra da Canastra National Park (SCNP) is
a natural landscape conservation unit in Minas
Gerais state, one of the oldest known endemic areas
for Chagas disease in Brazil. Herein, the aim of this
study was to evaluate T'. cruzi transmission in both
peridomestic and sylvatic environments in the SCNP
region. The role played by the different components
of the T'. cruzi reservoir net: wild carnivores, small
mammals and sympatric domestic dogs and the
maintenance of distinct 7. cruzi lineages in the area
are discussed.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The study was conducted within the Serra da
Canastra National Park—-SCNP (UTM 23K
345499/7764402) and adjacent areas, in Minas
Gerais state, southeastern Brazil (Fig. 1). It is an
important remnant of the Cerrado biome and shelters
huge populations of some vulnerable mammalian
species, such as the maned wolf (Chrysocyon bra-
chyurus) and the giant anteater (Myrmecophaga
tridactyla). Many streams and rivers, including the
Sdo Francisco river, originate in the highlands of
the SCNP. The vegetation is basically made up
of highland grasslands, with some spots of stone
fields, scrub savanna and riparian vegetation occur-
ring sparsely alongside the river courses. The altitude
varies from 700 to 800 meters above sea level in
valleys and above 1000 meters on the plateau. The
climate is tropical, the dry season occurs from March
to October and the wet season from November to
February. Annual rain precipitation ranges from
1200 to 1800 mm and average temperature is around
22-23°C (IBAMA. Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis, 2005).
The park was created in 1972 with a total area of
2000 ha of which only 715ha are managed by
the Instituto Chico Mendes de Conservagio da
Biodiversidade (ICMBio), whereas the remaining
areas are still privately owned. The park is sur-
rounded by small rural properties (<100 ha) whose
economy is based on cattle ranching for artisanal
cheese production and coffee plantations. Total rural
population is 5500 inhabitants (Bizerril et al. 2011).
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Fig. 1. Map of the spatial distribution of Trypanosoma cruzi infection in wild mammals from Serra da Canastra
National Park (SCNP) and its surroundings. (A) All mammals sampled; (B) 7. cruzi infected mammals. Triangles
represent domestic dog isolates (genotypes according to the figure legend); blue squares represent infected wild
carnivores and red crosses represent infected small mammals. The white squares indicate small mammal survey areas:
#A —within SCNP, #B — Vio dos Candidos region and #C — Cerradao/Sao Roque region. In the upper left figure the
study site in Brazil, the grey shade corresponds to the limits of the Cerrado biome and the black contour shows Minas

Gerais state (MG) limits.

Dog surveys

A house-to-house census of dogs was undertaken in
farms located 5 to 20 km from the park border during
annual rabies vaccination campaigns from 2007 to
2010. The annual average domestic dog population
for the 4 years follow-up was 55759 individuals.
After owner consent, blood samples were collected by
puncture of the cephalic vein through a Vacutainer®
system. Age class was based on the owner information
and confirmed with dental condition status. We
considered as juveniles dogs younger than 6 months
and adults as the dogs older than that.

Our sample included 214 dogs, composed by
177 adults and 39 juveniles, ranging from 3 months

to 14 years. The sex ratio was 3:1 (161 males/
53 females). In the calculation of the prevalence of
T. cruzi infection, resampled infected dogs were
counted once.

The majority of adult dogs (71%) were used in
cattle raising and slept outside the house. Owners also
reported that their dogs hunt and that they go out by
themselves for several consecutive days. The juvenile
dogs were reported to be restricted only to perido-
mestic areas.

Capture of wild mammals

Wild carnivores. 'These were captured from March
2007 to August 2011 using box traps made with
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galvanized wire mesh baited with sardine and boiled
chicken. Traps were disposed both inside the park
and on adjacent farmlands. We immobilized the
animals with an intramuscular injection of a combi-
nation of zolazepan and tiletamine (Zoletil®) at
dosages of 3 mg/kg for maned wolves, 8:3 mg/kg for
ocelots (Leopardus pardalis) and 10 mg/kg for hoary
foxes (Lycalopex wvetulus) and crab-eating foxes
(Cerdocyon thous). We also used a subcutaneous
injection of 0-:04 mg/kg of atropine sulphate, when-
ever necessary. Anaesthetized animals were weighed,
measured and had their teeth condition assessed in
order to estimate age and were marked with ear-tags
or radiocollars for individual identification. We took
blood samples by puncture of the cephalic vein stored
in Vacutainer® tubes for haemoculture and serologi-
cal tests. Animals were released at the site of capture
after recovery from anaesthesia. Total capture effort
was 3819 traps/night.
Small wild mammals. These were captured using
live traps (Sherman®-H. B. Sherman Traps,
Tallahassee, F1., USA and Tomahawk® Tomahawk
Live Traps, Tomahawk, WI, USA) baited with
a mixture of banana, peanut butter, oat, bacon/
sardines. Traps were set for 5 consecutive nights
along linear transects, placed on the ground at 10 m
intervals and alternating between trap type, in 3 field
expeditions (May 2010, February 2011 and August
2011). Traps were placed into distinct habitat types
inside SCNP (gallery forest, stone fields, savanna,
and grasslands) as well as in 2 vicinal regions under
anthropogenic influence, ‘Sdo Roque/Cerraddo’ and
‘Vao dos Ciandidos’. The last region is within the
official limits of the SCNP, but not managed as
a conservation unit, since there are still several
privately owned farmlands. Total capture effort was
3126 traps-nights, equally distributed among the
3 expeditions. We calculated the relative abundance
of small mammals as the number of individuals of
each species divided by the total number of individ-
uals multiplied by 100. Identification of specimens
was based on external and cranial morphological
characters and on karyological analyses as described
by Bonvicino et al. (2005). Voucher specimens were
deposited in the Mammal Collection of the National
Museum — UFR] (Rio de Janeiro, Brazil). Blood
samples were collected by cardiac puncture after
anaesthesia with an intramuscular injection of keta-
mine (10-30 mg/kg) associated with acepromazine
(5-10 mg/kg) for rodents (proportion 9:1) or xylazine
(2 mg/kg) for marsupials (1:1).

All animal handling procedures followed the
Guidelines of the American Society of Mammalogists
for the use of wild mammals in research (Sikes
and Gannon, 2011). The project had permission
from the Brazilian government environmental agency
(Brazilian Institute of Environment and Renewable

Natural Resources (IBAMA) (SISBIO license
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number 18635-3) and was endorsed by the ethics
committee of the Oswaldo Cruz Institute/ FIOCRUZ
(CEUA P-292-06), in accordance to Brazilian regu-
lations. Appropriate biosecurity techniques and
individual protection equipment were used during
all procedures involving animals and biological
sample collecting and handling.

Trypanosoma cruzi infection

The T. cruzi infection survey was performed by
parasitological and/or serological methods. If insufhi-
cient blood was collected, priority was given to
haemoculture. Parasitological tests were based on
examination of fresh blood smears (microscopic
analysis) and haemoculture (HC), the latter per-
formed as follows: 0:3ml of blood from each
animal was cultured in 2 tubes containing Novy-
McNeal-Nicole (NNN) medium with liver infusion
tryptose (LI'T) overlay. T'ubes were examined every
15 days up to 5 months. When positive, parasites
were amplified, cryopreserved and deposited in
the Collection of Trypanosomatids from wild mam-
mals, domestic animals and vectors— COLTRYP
(Fundag¢ao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro-R], Brazil).

For the detection of anti-T. cruzi [gG antibodies in
sera we used the Indirect Fluorescent Antibody Test
(IFAT) as previously described by Camargo
(1966) and the Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay (ELISA, Biomanguinhos, Rio de Janeiro-R],
Brazil). We also searched for IgM antibodies through
the IFA'T to identify recent 7. cruzi infection among
HC-positive dogs and other dogs from the same
farms. The antigen used in serological assays for all
species was obtained from a T'. cruzi isolate derived
from dogs of this study area harvested from axenic
culture. For small mammals, rodent sera were tested
with a commercial anti-rat IgG conjugate (FITC,
Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), whereas
marsupial sera were tested with an intermediary
anti-opossum serum raised in rabbits followed by
a commercial anti-rabbit conjugate. Wild canids
and felids were tested using domestic dog and
cat conjugates, respectively. The cut-off value titre
adopted for IFAT was 1:40 for dogs and marsupials
and 1:10 for rodents (Herrera et al. 2005). The cut-off
value for ELISA was optical absorbance = 0-200
meant3 S.D. For wild carnivores, the test was
performed with a non-specific conjugate and since
there are no available data on IFAT cut-off values for
some carnivore species of this study, we performed a
PCR in all ELISA-positive serum samples besides
a subsample of ELISA negative samples (n=35).
Therefore, the cut-off value adopted was 1:20, as it
was the lowest serum dilution in which parasites
could be detected by PCR. Each reaction included
2 positive and 2 negative control sera.

In order to detect mixed-infection and/or cross-
reaction with Leishmania spp. we performed an
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IFAT test using L. infantum and L. braziliensis
parasites harvested from axenic culture as antigens
(cut-off: 1:40). For wild and domestic canids, we also
used the Rapid Test for Diagnosis of Canine Visceral
Leishmaniasis (TR DPP®, BioManguinhos, Rio de
Janeiro, Brazil).

Samples were considered positive when parasites
were isolated by HC or when the sera showed
reactivity in at least 2 of the serological tests.
Samples that had IFAT-IgG concomitant positive
values for 7. cruzi and Leishmania sp. with non-
corresponding ELISA, DPP or that displayed
borderline results were attributed to cross-reaction
and were considered indeterminate.

T'rypanosoma cruzi molecular characterization

Genomic DNA was extracted from cultures and
samples using
phenol-chloroform protocols (Vallejo et al. 1999).
Characterization was carried out in 3 steps: (1)
multiplex PCR amplification of the mini-exon gene
following conditions described by Fernandes et al.
(2001) for the identification of 3 DTU T. cruz:
groups: Tcl (Tcl—-200 basepairs), T'c2 (T'cIl/TcV/
TcVI-250 basepairs) and Zymodeme 3 (TcIII/
TcIV- 150 basepairs), besides T rangeli (100 base-
pairs) or mixed infections; (2) PCR amplification of
nuclear 1f8 gene followed by restriction fragment
length polymorphism (RFLP) analysis of fragments
digested by Alw211I enzime (Rozas et al. 2007) to
discriminate T¢Il from hybrids (TcV and TcVI)
D'TU’s in isolates previously typed as T'c2 or mixed
T'c1/Tc2 in mini-exon assays and (3) PCR-RFLP of
histone H3/Alul (Westenberger et al. 2005) to rule
out hybrids (T'cV and TcVI) in mixed Tcl/Tc2
infections, as it could possibly overlap digested
fragments in 1f8/Alw21I assay. Both PCR-RFLP
1f8/Alw211 and histone H3/Alul were performed
with minor modifications in the conditions described
by Rozas et al. (2007). Each reaction included a
negative control and positive control samples from
those 7. cruzi strains representing the D'T'Us to be
typed. PCR products were visualized in 2% agarose
gel after ethidium bromide staining and visualized
under ultraviolet light.

wild carnivore serum standard

Spatial and statistical analyses

In order to verify the spatial distribution of trypano-
somatid infection, locations of each individual
captured were accessed through a hand-held GPS
receiver using the WGS 84 Datum geodetic coordi-
nate system. Locations were analysed in a Geographic
Information  System  platform  using GPS
trackmakerPRO® software (Geostudio Tecnologia,
Brazil) juxtaposed on a base map modified from
Google earth® software (v. 6.2, Google Inc., USA)
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To examine the distribution pattern of 7. cruzi-
infected dogs, the mean geographical distance was
compared among infected dog locations (2=76) to
the mean distance distribution across 10000 ran-
domly assigned samples of the same size using R 2.13
software. Spatial autocorrelation of seropositive dogs
was tested with Moran’s I. Maps with discriminated
locality of infected hosts and parasite genotypes were
also prepared. Statistical tests were conducted with
a=0-05.

The degree of concordance between IFAT-1gG
and ELISA assays was assessed by the kappa statistic
using SYSTAT 11 for Windows. To test for the
influence of sex and age class on 7. cruzi infection
rates in dogs the 3-dimensional Chi-square contin-
gency table was used. We also compared the T cruzi
infection among domestic dogs, carnivores, rodents
and marsupials and applied a Chi square test to verify
whether infection rate is independent of taxonomic

group.

RESULTS
Trypanosoma cruzi infection in dogs

Dogs are included in a well-established 7. cruzi
transmission cycle in all the geographical regions
surrounding the Serra da Canastra National Park, as
demonstrated by the high parasitological and serolo-
gical T. cruzi infection prevalence (Table 1, Fig 1).

Trypanosoma cruzi was isolated from the blood of
19 dogs (7-9%, n=214), collected on the same
expedition (September/2010). Genotyping revealed
the presence only of 2 main T. cruzi lineages: Tcl
(n=3) and Tcll (z=8), besides mixed Tcl/TcII
infections (n=8) (Figs 1 and 2). After 5 months, we
re-examined 10 out of the 19 dogs that previously
displayed positive HC and none of them tested
positive. Among the remaining HC-positive dogs,
6 died and 3 disappeared.

Prevalence was calculated considering the total
number of examined dogs during the study. A total of
63 dogs (29-4%) were seropositive for T. cruzi
(Table 1), including 8 (12:7%) individuals that were
co-infected with Leishmania sp. Once infected,
T. cruzi-positive testing dogs maintained serological
titres, as observed during re-sampling. Seventeen
dog samples were considered indeterminate by the
serological assays. We found no significant difference
in the 7. cruzi infection rate between the dogs’ sex or
age class (Chi square=2:69; D.F.=7; P=0-9). The
agreement between IFAT-IgG and ELISA was 78%
with a kappa value of 0-522 (moderate agreement).
ELISA presented higher sensitivity to detect the
dog’s acute phase since it was positive in 15 out of
19 HC-positive dogs, whereas IFAT detected infec-
tion in only 4 of them.

Six juvenile dogs (3—6 months old) displayed

positive HC, demonstrating that 7. cruzi
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Table 1. Trypanosoma cruzi infection assessment through serology (IgG —IFAT/ELISA) and
haemoculture (HC) in mammals from the Serra da Canastra National Park and surrounding areas, Brazil

Small mammals

Species Capture relative Serology HC

(common name) N location' abundance (%)> (Positive/N) (Positive/N) Genotype

Akodon montensis 27 a,b 20-0 0/17 1/27 Tcl

Akodon spp.® 13 ab 96 0/5 1/13 Tel

Calomys spp.* 14 b 10-4 0/3 3/14 Tecl

Cerradomys subflavus 15 a,b 111 0/13 4/15 Tecl

Necromys lasiurus 28 a,b 20-7 0/21 0/28 -

Nectomys squamipes 3 a,b 2-2 0/3 0/3 -

Oligoryzomys spp. 4 a,b 3-0 0/2 0/4 -

Oxymycterus delator 9 a,b 67 1/8 0/9 -

Total rodents 113 83-7 1/72 (1-4%) 9/113 (7:9%) -

Caluromys philander 1 b 0-7 0/0 11 Tecl

Didelphis albiventris 4 ab 3-0 0/4 0/4 -

Gracilinanus agilis 4 a 3-0 0/2 0/4 -

Lutreolina 1 a 0-7 0/1 0/1 -
crassicaudata

Marmosops incanus 5 b 3-7 4/4 3/5 Tel

Monodelphis spp.° 7 a,b 5-2 2/5 0/7 -

Total marsupials 22 163 6/16 (37-5%) 4/22 (18-1%) -

Chrysocyon brachyurus 39 a,b - 8/39 0/30 -
(Maned wolf)

Cerdocyon thous 8 a,b - 4/8 0/3 -
(Crab-eating fox)

Lycalopex vetulus 10 a,b - 0/10 0/6 -
(Hoary fox)

Leopardus pardalis 1 b - 1/1 1/1 Tecl
(Ocelot)

Conepatus semistriatus 2 a,b - 0/0 0/2 -
(Skunk)

Total wild carnivores 60 - 13/58 (22-4%) 1/42 (2-4%) -

Canis lupus familiaris 214 - 63/214 (29-4%) 19/214 (7-9%) Tecl (3)
(Dog) TclI (8)

Tel-Tell (8)

I Capture location site: a, SCNP; b, Farmlands; (=), not applicable.
2 Number of individuals of each species divided by the total number of individuals * 100.
3 Akodon sp. (n=6; a, b), A. lindberghi (n=>5; a), A. cursor (n=1; a).

* Calomys sp. (n=3; b) C. tener (n=11; b).

5 Oligoryzomys sp. (n=2, b), O. nigripes (n=1; a), O. rupestris (n=1; a).
5 Monodelphis americana (n=23; b), M. domestica (n=3; b) and M. sorex (n=1; a).

transmission also occurs within the peridomestic
environment. An active transmission in that region
was confirmed by, among other factors, the serolo-
gical conversion observed in 4 dogs 1 year after the
first examination and the 4 HC-positive dogs
that displayed concomitant positive IFAT-IgM,
indicative of recent infection. Further, 28:3%
(n=46) of the dogs amid farms with HC-positive
dogs had IFAT-IgM antibodies (corroborated by
ELISA), suggestive of recent infection in this
scenario. The T'. cruzi infection in dogs was spatially
autocorrelated (Moran’s 1:  observed=0-674;
expected=—0-004; s.0.=0-076; P-value=0) and
not homogeneously distributed (P < 0-:004), suggest-
ing that transmission occurred throughout the
SCNP surrounding areas, though with hotspot
transmission foci (Fig. 1, and see Supplementary
Material, online version only).

Trypanosoma cruzi infection in wild mammals

A total of 60 wild carnivores belonging to 5 species
were examined for T. cruzi infection. The only felid
species examined, the ocelot, tested positive both in
fresh blood preparations and at the first HC reading
(7 days after blood culture) along with an elevated
serology titre (1:160); altogether indicative of high
parasitaemia levels. The ocelot’s T cruzi isolate was
genotyped as Tcl (Table 1).

The wild canids were exposed to infection as
demonstrated by serology but none were parasitolo-
gically positive by HC suggesting they may not be
infective to vectors. The crab-eating fox had the
highest serum prevalence rate (50% —4/8) followed by
the maned wolf (20-5%—8/39) (Table 1). Titres
ranged from 1:20 to 1:80 (IFAT). All hoary fox

samples were seronegative. Three (5:8%) maned wolf
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Fig. 2. Trypanosoma cruzi genotyping of domestic and
wild mammal isolates from the Serra da Canastra
National Park and surroundings, Brazil. (A) PCR
products of the Mini-exon gene analysed by agarose
electrophoresis gel stained with ethidium bromide. Lanes:
M, Molecular weight markers (100 bp DNA ladder); 1-6,
dog isolates; 7, wild carnivore isolate (Leopardus pardalis);
8, rodent isolate (4Akodon montensis); 9, marsupial isolate
(Marmosops incanus); Control samples: Tcl
(TeI-200bp), Tc2 (Tell/TcV/TcVI-250 bp),

73 ('TcIll/TcIV =150 bp), T. rangeli (100 bp).

(B) PCR-RFLP products of 1f8 gene/Alw211. Lanes:
1-3, dog isolates characterized as mixed Tc1/Tc2 in
Mini-exon gene assay; 4—6, dog isolates characterized as
Tc2; 7-8, dog isolates characterized as T'cl. Control
samples: PCR-RFLP 1f8/Alw211 digestion patterns of
Tcl to TcVI. (C) PCR-RFLP products of histone H3/
Alul. Lanes: 1-8, dog isolates characterized as mixed
Tc1/Tc2 infection in Mini-exon gene assay. Control
samples: PCR-RFLP H3/Alul digestion patterns of

Tel to TcVI.

samples were considered indeterminate. The agree-
ment between IFAT-IgG and ELISA was 82% with
a kappa value of 0-628 (substantial agreement). The
2 specimens of the skunk (Conepatus semistriatus)
examined only by HC tested negative.

Concerning the small mammals, relative abun-
dances and fauna richness were comparable
inside SCNP and farmlands (Table 1). The marsu-
pials displayed high parasitaemia levels, mainly
Marmosops incanus since 3 out of 4 seropositive
individuals were positive on both fresh blood
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examination and HC. Positive HC was also achieved
from the only captured Caluromys philander.
Infection by IFAT was detected in the marsupial
species Marmosops incanus, Monodelphis americana
and Monodelphis domestica (prevalence of 37-5%),
titres ranged from 1:40 to 1:320. Rodents from
Akodon, Calomys and Cerradomys species also pre-
sented parasitaemias detected by HC in 9 individuals
(Table 1). Of these positive rodents, we could collect
sufficient blood to perform the IFAT assay from only
3 that tested negative. One Oxymycterus delator was
the only seropositive sample (prevalence of 1:4%).
The small mammal isolates were all characterized as
TcI (Table 1, Fig. 1).

All T. cruzi-infected small mammals were col-
lected in the ‘Vao dos Candidos’ region as well as the
infected ocelot (Fig. 1). The infected crab-eating
foxes and 4 maned wolves were captured in farmland
regions. Four serologically positive maned wolves
displayed home range areas exclusively inside the
SCNP, as confirmed by our parallel observations
using radio telemetry techniques (May-]Junior et al.
2009).

Comparing the 2 farmland areas, in the ‘Vao
dos Candidos’ region both small mammals and
dogs presented high prevalence of positive HC
(13/65-20% and 6/25-24%, respectively) whereas in
the ‘Cerraddo/Sdao Roque’ region, neither small
mammals (#=7) nor dogs (n=21) displayed positive
HC. Overall, the proportion of 7. cruzi infection
varied significantly in different taxonomic groups.
Domestic dogs tended to have more positive diag-
noses than predicted by chance, whereas rodents had
fewer positive diagnoses (Chi square =21-56; D.F. = 3;
P<0-001).

DISCUSSION

In the present study we describe a well-established
and broadly distributed 7. cruzi cycle in all geo-
graphical regions surrounding SCNP, which in-
cludes wild and domestic animals. The presence of
dogs with high parasitaemia, as demonstrated by
positive haemoculture (HC), contrasts with previous
studies in Brazil, in which none or a minority of
individuals displayed positive HC (Herrera et al.
2005; Roque et al. 2008; Xavier et al. 2012). The
herein positive HC dogs reflect probably the initial
phase of infection, typically characterized by a short
period of detectable parasitaemia (Machado et al.
2001). A similar pattern in naturally infected dogs
was observed in Monte Alegre, in the state of Para, in
Northern Brazil (Xavier et al. 2012). Besides,
serological conversion observed during the follow
up attested that they are continually being exposed to
T. cruzi infections.

Dogs may become infected by the contaminative
route (Gurtler et al. 2007) or by ingesting infected
triatomines, a highly efficient transmission route
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(Pineda et al. 2011). Another possible infection route
might be by hunting of infected small mammals
(Herrera et al. 2011). Actually, with regards to the
2 areas where we simultaneously sampled for small
mammals and dogs, dog infection was coincident
with small mammal infection. In the SCNP, T'. cruzi
transmission might occur not only in the wild, but
also in the peridomestic environment, as demon-
strated by the infected juvenile dogs. Herein, besides
acting as sentinels hosts, as already described in
other Brazilian areas (Xavier et al. 2012), dogs were
also able to signal the presence of the 2 main T. cruzi
genotypes in the area, T'cl and TcII.

In the SCNP, the huge distance among the
infected dogs along with the fact that the foci of
peridomiciliary vectors are residual and submitted to
regular spraying rule out the existence of a 7. cruzi
transmission cycle supported solely by dogs. Thus,
the finding of T'clIl genotype infecting only dogs,
contrasting with T'cl which was also found infecting
wild mammals is an apparent paradox. At a first
glance the explanation could rely on T'cII circulation
exclusively in mammalian groups not sampled in
this study, such as armadillos and bats (Yeo et al.
2005; Lisboa et al. 2008). However, this seems an
oversimplified explanation; a similar picture was
observed in a Chagas Disease outbreak in Santa
Catarina state, where T'cII was found in humans and
triatomines but not in the mammalian fauna (Roque
et al. 2008; Steindel et al. 2008). Moreover, reports of
T'cIl in different wild mammal species and biomes
demonstrate that this genotype is also maintained in
wild cycles (Lisboa et al. 2006; Herrera et al. 2008).
This raises the question on where the TcII is hidden
in nature. This could reflect the transmission strategy
of this genotype. In analogy with the r-k ecological
selection theory, the parasitaemia curve of Tcll
within its mammal hosts resemble an r strategist—
one precocious and short period of high parasitaemia
(Andrade and Magalhaes, 1996) and ultimately
would impact on the dispersion strategy of this
genotype in the wild. This kind of strategy does not
impede Tcll transmission in the wild, but hampers
parasite detection, as a consequence, it may be
underestimated in nature. Further, we cannot rule
out the oddities in host-parasite interactions. For
instance, the golden lion tamarin (Leontopithecus
rosalia) maintains long-lasting T'cII infection with
high prevalence of positive HC throughout (Lisboa
et al.2006), whereas the opossum Didelphis aurita can
control and even eliminate T¢Il in experimental
conditions (Jansen et al. 1991). Here, we report for
the first time T'cIl isolation and molecular charac-
terization in dogs from Brazil, a well-studied 7. cruzi
host. This reinforces the view that the spectrum of
mammal host infected by this genotype is currently
underestimated.

Undoubtedly, from our results, none is more
puzzling than the high number of dogs in early stages
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of infection in broadly distributed and unlinked areas
simultaneously. This raises the idea that still un-
known variables must be involved in the dispersion of
T. cruzi among several host species and that these
variables are included in a broader phenomenon. For
instance, only recently El Nifio Southern Oscillation
(ENSO) and similar phenomena have been taken into
account to influence living organisms (Hanf et al.
2011). Whatever the cause, the frequent occurrence
of unsolved questions in biological systems may be
related to our limitation in analysing them detached
from a linear, Cartesian focus. Parasitic transmission
nets are clearly complex systems since they are
essentially dynamic, multivariate, non-linear and
unpredictable, rendering a reductionist and determi-
nistic focus interpretation of this phenomenon worth-
less. Indeed focusing these phenomena in the light of
the chaos theory could perhaps fill the several gaps in
the current knowledge of this issue (Mazzocchi,
2008). Taking into account the presence of several
dogs geographically separated and recently infected
by T'. cruzi may be a stochastic phenomenon, or the
signal that the maximum transmission fitness was
achieved in that moment; indeed, a feature described
to be the characteristic of the edge of the chaos.

The role of each wild mammal species in the
T. cruzi transmission networks will depend on the
ability of the parasite to be transmitted to its vector,
as well as the abundance and distribution of its
mammal host species. In SCNP, rodents and
marsupials were shown to be equally important for
the maintenance of 7. cruzi. The marsupials,
regardless of their low relative abundance, displayed
high prevalence of positive HC, in particular the
arboreal Marmosops incanus and Caluromys philan-
der. Rodents also displayed positive HC, mainly in
highly abundant species, i.e. the terrestrial Akodon
montensis and Cerradomys subflavus, pointing to the
epidemiological importance of these mammals in
the local transmission net. Moreover, T. cruzi
infection was spread among terrestrial and arboreal
mammals, demonstrating that parasite transmission
was occurring in both strata. We observed high
T. cruzi infection rates in the area despite the low
relative abundance of the common Didelphis genus,
generally described as one of the most important and
competent mammalian reservoir of the parasite
(Yeo et al. 2005). This emphasizes the characteristic
dynamics of T cruzi transmission cycles that should
be examined as an unique ecological system.

Herein, we observed that 3 wild carnivore species,
the ocelot, the crab-eating fox and the maned wolf
were infected by 7. cruzi in the SCNP region, but
they probably play distinct roles as a result of their
pattern of T'. cruzi infection and peculiar ecological
characteristics. The ocelot was the only carnivore that
displayed patent parasitaemia (positive fresh blood
examination and HC). To the best of our knowledge
this is the first report of an ocelot naturally infected
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with 7. cruzi. In comparison to the other 2 carnivore
species of this study, the ocelot is the one which
better exemplifies the bioaccumulator role in a prey-
predator chain since it has a more carnivorous diet,
consuming mainly small mammalian prey, besides
birds (Rocha-mendes et al. 2010). In fact, this
infected ocelot was the only carnivore captured in
the ‘Vao dos Candidos’ region, where small mammals
displayed high parasitaemia levels. Probably, T'. cruzi
infection in top predators with a more restricted
carnivorous diet, such as the ocelot, is highly
dependent on the prevalence of infection of the
local mammal fauna that can be preyed, since
infection by the contaminative route is less probable
if we consider that this animal is nocturnal, very
active and generally does not use dens (except during
birthing). In the Pantanal, where small mammals had
low infection rates, none of the 10 ocelots tested were
positive in HC (Herrera et al. 2011).

The crab-eating fox seems to be highly exposed to
T. cruzi infections, as demonstrated in this study and
also in the Pantanal region of Brazil (Herrera et al.
2011). This might be related to its capacity to exploit
different ecological niches. The crab-eating fox is
known to be one of the most plastic carnivore species:
it has an omnivorous diet—including insects and
small mammals, opportunistic behaviour and is a
habitat generalist (Juarez and Marinho, 2002). Also,
it has great flexibility in the use of disturbed habitats
(Michalski et al. 2006). These traits increase the
probability of contact with a variety of components of
the T. cruzi cycle pointing the crab-eating fox as a
good sentinel for T'. cruzi transmission areas.

The maned wolves were highly exposed and can
also be considered a good sentinel for transmission.
Accounting for its omnivorous diet and home range
areas of 80 km? on average (Jacomo et al. 2009), this
species can play a unique role that is to signal the
transmission in large areas, in particular in wild
environments which are generally difficult to access.
This was the case of maned wolves from our study
that signalled the T. cruz:i transmission both inside
SCNP and its surroundings. The distinct prevalence
rates between them indicate that the transmission was
occurring mostly outside of the conservation unit,
given that only 16% (4/25) of the maned wolves that
were captured and recaptured within the park area
over the 5-year follow-up tested positive, whereas
28% (4/14) of the wolves from outside SCNP tested
positive. Taken together with the finding that no
other mammal captured inside the park was positive
for T. cruzi infection, we can conclude that the
T. cruzi cycle inside SCNP is less expressive than in
its surroundings.

This study reports the current 7. cruzi enzootic
transmission in one of the oldest endemic areas
for Chagas disease in Brazil. We surmise that the
T. cruzi transmission is well established all around
the SCNP region, and that this transmission includes

168

2 genotypes of the parasite: T'cl and T'cIl. Therein,
dogs, small mammals and carnivore species were
shown to participate in the 7. cruzi transmission
net and parasite transmission was occurring in
both arboreal and terrestrial strata, as well as in the
peridomicile. An understanding of the peculiar
characteristics of this net, as well as each host-parasite
relationship, is the key to identify the risk of disease
outbreaks. This is the first study to corroborate
evidence that dogs can be used not only to report
T. cruzi transmission areas but also the genotypes
present in the area, which reinforces their role as
sentinels for surveillance programmes. The observed
T. cruzi eco-epidemiological profile should increase
awareness of the necessity for continuous surveillance
in order to prevent re-emergence of Chagas disease in
this area.
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Trypanosoma cruzi infection in Neotropical wild carnivores

(Mammalia: Carnivora): at the top of the 7. cruzi transmission chain
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Carvalho, Frederico Gemesio Lemos, Fernanda Cavalcanti de Azevedo, Ricardo Corassa Arrais,

Daniele Bilac, Heitor Miraglia Herrera, Guilherme Mourdo & Ana Maria Jansen.

Manuscrito formatado nas normas do jornal PLoS One

Algumas das espécies de carnivoros silvestres encontradas naturalmente infectadas por
Trypanosoma cruzi neste estudo. Comegando do canto superior esquerdo (sentido do reldgio):
lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), quati (Nasua nasua), jaguatirica (Leopardus pardalis) e

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous).

Fotos: Fabiana Rocha.
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Abstract

Little is known on the role played by Neotropical wild carnivores in the Trypanosoma cruzi
transmission cycles. We investigated 7. cruzi infection in wild carnivores from three sites in Brazil
through parasitological and serological tests. The seven carnivore species examined were infected
by T. cruzi, but high parasitemias detectable by hemoculture were found only in two Procyonidae
species. Genotyping by Mini-exon gene, PCR-RFLP (1f8/Akw21I) and kDNA genomic targets
revealed that the raccoon (Procyon cancrivorus) harbored Tcl and the coatis (Nasua nasua)
harbored Tcl, Tcll, TcIlI-IV and Trypanosoma rangeli, in single and mixed infections, besides four
T. cruzi isolates that displayed odd band patterns in the Mini-exon assay. These findings corroborate
the coati can be a bioaccumulator of 7. cruzi Discrete Typing Units (DTU) and may act as a
transmission hub, a connection point joining sylvatic transmission cycles within terrestrial and
arboreal mammals and vectors. Also, the odd band patterns observed in coatis’ isolates reinforce
that 7. cruzi diversity might be much higher than currently acknowledged. Additionally, we
assembled our data with 7. cruzi infection on Neotropical carnivores’ literature records to provide a
comprehensive analysis of the infection patterns among distinct carnivore species, especially
considering their ecological traits and phylogeny. Altogether, fifteen Neotropical carnivore species
were found naturally infected by 7. cruzi. Species diet was associated with 7. cruzi infection rates,
supporting the hypothesis that predator-prey links are important mechanisms for 7. cruzi
maintenance and dispersion in the wild. Distinct 7. cruzi infection patterns across carnivore species
and study sites were notable. Musteloidea species consistently exhibit high parasitemias in different
studies which indicate their high infectivity potential. Mesocarnivores that feed on both
invertebrates and mammals, including the coati, a host that can be bioaccumulator of 7. cruzi

DTU’s, seem to take place at the top of the T. cruzi transmission chain.

Keywords

Transmission cycles, trophic network, reservoir, Discrete Typing Units, Chagas Disease, Carnivora.
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Introduction

The hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi is a multihost parasite that infects
mammalian species from eight orders and dozens of triatomine species, the insect vectors [1,2]. This
parasite is the etiological agent of Chagas disease, one of the most important parasitic infections in
Latin America [1,3]. From the distinct 7. cruzi infection routes, nowadays the oral route has
increasing importance due to the high number of oral infection outbreaks in the last decades in
Brazil and other Latin American countries [4,5]. This current epidemiological scenario challenges
health authorities because previously employed control measures are not effective against this
scenario. Moreover, it emphasizes the importance of looking at the sylvatic cycle to understand all
components of this complex system and the environmental factors that underlie the emergence of
human cases. Indeed, despite having been recognized by Carlos Chagas as an enzootic parasite
already when he described this taxon more than one century ago [6], there are still many open

questions regarding the 7. cruzi ecology and transmission in sylvatic environments.

Trypanosoma cruzi exhibits huge biological, biochemical and genetic diversity. Presently,
six major genotypes or Discrete Typing Units (DTU) are acknowledged within the taxon, 7. cruzi |
(TcD) to T. cruzi VI (TcVI), besides the newly coined TcBat genotype, as yet described as restricted
to bats [7-9]. Recent studies also reported intraspecific variability within these genotypes, such as
Tcl isolates [10]. These DTU's are recognized to be valid units to discriminate 7. cruzi genotypes,
albeit putative associations with vectors and hosts, and the extent of their range are still poorly
known. TcI is the most widespread DTU with respect to its geographical distribution [8]. TclII,
classically associated to human cases in domestic cycles [8], is also more and more observed
infecting sylvatic mammals in several biomes throughout South America [11,12]. The knowledge
concerning TcIlI-TcVI is more recent and as new evidence accumulates, we can observe more
clearly that the already proposed associations of genotypes with particular hosts, vectors or

ecotopes are still under debate and possibly reflect subsampling [11—13].

Trypanosoma cruzi is maintained in complex transmission nets that occur in overlapping or
independent transmission cycles in distinct sylvatic ecotopes [13—15]. Although T. cruzi is
potentially able to infect all mammalian species [16], according to the particularities of host,
parasite genotype and their interactions, some species might maintain longer and/or higher
parasitemias than others, which will probably reflect different potentials of these hosts to infect
vectors and, thus, to serve as reservoirs in a particular intervals of time and space [17]. In this sense,

the potential to infect vectors is directly related to the presence of trypomastigotes in the
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bloodstream of a given mammalian species, thus available to be taken up by the vector during its
blood meal. The mammal infection by oral route occurs when the animal ingests infected bug’s
feces, food contaminated with the parasite or by preying on infected bugs or mammals [18]. This
latter (predator-prey route) can occur through the ingestion of bloodstream trypomastigotes and also
by the amastigotes present in the prey tissues as they are capable of infecting host cells [19-21].
Another important feature to be accounted is the ecology of each mammalian host species, which
might enhance (or not) contact among mammals and vectors that ultimately shape 7. cruzi

transmission dynamics.

Species from the mammalian order Carnivora display a remarkable ecological diversity,
having occupied virtually every habitat, vegetational zone and ecological niche. Regardless of their
special adaptations for predation, they are widely diverse in their feeding ecology (frugivorous,
insectivorous and hypercarnivorous — up to 70% of meat) and likewise in traits such as body size,
home range, sociality and activity [22]. Carnivorans were reported to be naturally infected by T.
cruzi [23] and, considering the efficiency of the T. cruzi oral infection route [24], may occupy a
unique position as bioaccumulators of parasites and, perhaps, distinct 7. cruzi DTU’s. Nevertheless,
little is known of their role in 7. cruzi transmission cycles, probably because carnivores are difficult
to study as they require specialized management and costly long-term studies. The investigation of
T. cruzi infection in wild carnivores is essential because this mammalian order exhibits a
combination of biological traits that expose themselves to several opportunities of infection by 7.
cruzi in nature: eclectic feeding behavior, long-lived, broad range areas, disperse long distance and
the ability to explore both arboreal and terrestrial strata in different habitats. Free-ranging
carnivorans, recognized to play a crucial role in regulating ecosystems [25], might also have an
important effect in multi-host parasitic transmission webs, like that of 7. cruzi, as they prey on

species from several taxa.

The aim of this study was to determine the role of Neotropical wild carnivores in the 7. cruzi
transmission cycle. Here, we investigated 7. cruzi infection in the carnivore community of three
different sites in Brazil and evaluated the infection patterns in the light of the species ecological
traits. We additionally appraised the 7. cruzi infection records in South America carnivore species
to provide a comprehensive analysis of their infection patterns and the possible correlations among
distinct carnivore groups (especially considering their habitat, diet and phylogeny). The hypothesis
that carnivores are bioaccumulators of 7. cruzi parasites belonging to distinct DTU’s is also

discussed.
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Material and Methods

Ethics Statement

This study was approved by the ethics committee of Oswaldo Cruz Foundation/FIOCRUZ
(CEUA P-292-06). The capture and sample collection of wild carnivores had permission from the
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) (SISBIO license number
25078-2 for Pantanal, number 11124-2 for PNSC and number 14576-2 for Araguari/Cumari), in
accordance to Brazilian regulations. All animal handling procedures followed the Guidelines of the
American Society of Mammalogists [26]. Appropriate biosecurity techniques and individual
protection equipment were used during all procedures of collection and handling of the biological

samples.

Study areas

Field studies were carried out in three sites in tropical areas of Brazil (Fig. 1). The first site
is a research station in the central region of the Pantanal, named Nhecolandia, in the Municipality of
Corumbd, Mato Grosso do Sul State (18° 58.50’S 56° 37.40° W). The Pantanal is a large
Neotropical wetland recognized for its abundant and diverse wildlife. The research station is
covered by a mosaic of forest patches, savannas, scrub savannas, seasonally flooded grasslands and
several permanent or temporary lakes. This area is subjected to annual and multi-annual variations
of flooding intensity, with an alternation of high-flood and severe drought years [27]. The second
site is the Serra da Canastra National Park — SCNP (20° 15.32°S, 46° 27.75’ W) and surroundings, a
conservation unit in the southwest of the Minas Gerais State. The area is a 200,000 hectare remnant
of the Cerrado biome, covered with grasslands, interspersed with areas of rocky outcrops, scrub
savanna and riparian vegetation. The climate is tropical, the dry season occurs from March to
October and the wet season from November to February [28]. The third site comprise extensions
within the Municipalities of Araguari, Minas Gerais State (18° 37.81” S, 48° 10.54” W) and Cumari,
Goids State (18° 22.02° S, 48° 5.48" W). Most of this area is occupied by cattle farms covered with
exotic pasture vegetation (Brachiaria sp.), although there are still small patches of original Cerrado
vegetation. The climate has two well-defined seasons, the wet season from September to March,
and the dry season, from April to August [29]. The latter two areas are within the Cerrado biome,
which is a vast area of tropical savanna, encompassing about 204 million hectares in the central part

of the Brazilian territory [30].
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Carnivore capture and sample collection

Wild carnivores were captured: (i) from August 2009 to February 2012 in the Pantanal,
except for the ring-tailed coatis, which capture ended in April 2010; (ii) from April 2004 to August
2008 in the SCNP region; and (iii) from April 2008 to July 2011 in the Araguari/Cumari region. For
most carnivore species, we used box traps made with galvanized wire mesh baited with a mixture of
bacon, eggs, sardine, fruits, boiled chicken and live chicken according to the target species and
study sites. Specifically, pumas (Puma concolor) were captured with foot-snares not baited and set
along trails previously monitored through camera-traps, while crab-eating raccoons (Procyon
cancrivorus) were actively searched during night periods and captured using a handheld fishing net.
We immobilized the animals with an intramuscular injection of a combination of zolazepan and
tiletamine (Zoletil®) at dosages of 3-20 mg/kg according to the target species. Anesthetized animals
were marked with ear-tags, PIT-tags (passive-integrated-transponder) and/or VHF or GPS radio
collars for individual identification. We took blood samples by puncture of the cephalic vein stored
in Vacutainer® tubes with EDTA for hemoculture (only in the Pantanal) and serological tests.
Animals were released at the site of capture after total recovery from anesthesia. Total capture effort
was 2,430 traps-nights in Pantanal, 4,153 traps-nights in SCNP and 1,340 traps-nights in

Araguari/Cumari region.

Trypanosoma cruzi survey

We examined a total of 208 free-ranging carnivores belonging to seven species. The T. cruzi
infection survey was performed by serological assay and, in the case of the Pantanal, also by
hemoculture (HC). This latter was performed as follows: 0.6 ml of blood from each animal was
cultured in two tubes (0.3 ml each) containing Novy-Mc Neal-Nicole (NNN) medium with liver
infusion tryptose (LIT) overlay. Tubes were examined every fifteen days up to five months. When
positive, parasites were grown in LIT, cryopreserved and deposited in the Trypanosomatid
collection from wild and domestic animals and vectors - COLTRYP (Oswaldo Cruz Foundation,

Rio de Janeiro-RJ, Brazil).

For the detection of anti-7. cruzi 1gG antibodies in sera, we performed the Indirect
Immunofluorescent Antibody Test (IFAT) as described by Camargo [31]. The antigens were
prepared using the reference strains FOO (Tcl) and Y (Tcll) from axenic culture and mixed in equal
proportions. Wild canids and felids were tested using domestic dog and cat fluorescein conjugates
(SIGMA®), respectively, whereas Procyonidae species were tested by IFAT using a goat anti-
raccoon IgG fluorescein conjugate (KPL®). We adopted an IFAT cut-off value of 1/40 for all
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species, due to the possibility of cross-reaction with other trypanosomatid parasites. Each reaction

included two positive and two negative control sera.

In order to detect possible dual infection or cross-reaction with Leishmania spp. sera were
also tested by IFAT test using L. infantum (I10C/L579 —- MHOM/BR/1974/PP75) and L. braziliensis
(IOC/L566 — MHOM/BR/1975/M2903) promastigotes obtained from the Collection of Leishmania
from Oswaldo Cruz Institute (CLIOC) mixed in equal proportion as antigens (cut-off: 1:40). Wild
canids were additionally tested for Leishmania infection using the Rapid Test for Diagnosis of
Canine Visceral Leishmaniasis (TR DPP®, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brazil) and the
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA, Biomanguinhos, Rio de Janeiro-RJ, Brazil). Cut-
off value for ELISA was optical absorbance > 0.200 mean + 3 SD. If positive for Leishmania
infection in IFAT, DPP or ELISA, samples were considered positive to 7. cruzi only when the

IFAT titer for T. cruzi was 1/80 or higher.

For the seroprevalence calculation, each individual was counted once (positive/total number
of sampled individuals). For the hemoculture prevalence, we incorporated all samples, including

recaptured individuals.

Seropositive animals that had negative results in the parasitological test were considered to
be infected with 7. cruzi but with low parasitemia, thus probably less prone to be infective to the
vectors. Parasitological tests, such as hemoculture, xenodiagnosis or fresh blood examination, are
less sensitive and when positive reflect high parasite burden. Thus, positive hemocultures

demonstrate their transmissibility potential, i.e., the potential of these hosts to infect vectors.

Trypanosoma cruzi molecular characterization

Epimastigote forms collected from positive hemocultures at the end of the log phase were
washed, and incubated with proteinase K and SDS (sodium dodecyl sulfate). The genomic DNA of
the lysed cells was extracted with standard phenol-chloroform protocols [32]. Characterization was
carried out by multiplex PCR amplification of the non-transcribed spacer of the mini-exon gene
(MMPCR) [33]. DTU’s were identified according to amplicon size: 150 bp (TcIII/TcIV), 200 bp
(TcI) and 250 bp (TcIl/TcV/TcVI), besides T. rangeli — TR (100 bp) [34]. When MMPCR resulted
in Tcll/TcV/TcVI band pattern we performed a PCR amplification of the nuclear 1{8 gene followed
by restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis of fragments digested by Alw21I
enzyme [35] to discriminate TcII from hybrids (TcV and TcVI). We additionally performed kDNA
PCR amplification [32], which distinguishes 7. rangeli (a specific 760 bp band besides variable
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fragments of 300-450 bp) from 7. cruzi (only one 330 bp band) in order to confirm 7. cruzi in
isolates that could not be characterized with the previous genomic targets. Each reaction included
sterile distilled water instead of DNA as a negative control and positive control samples from 7.
cruzi strains representing the DTUs. PCR products were visualized under ultraviolet light after

electrophoresis in 2% agarose gel with ethidium bromide staining.

Statistical analysis

We used chi-square tests (0=0.05) to investigate significant differences between

seroprevalence rates for the different species and host sex in each study area.

In order to determine if 7. cruzi infection rates in wild carnivores was associated with
species diet, we retrieved data on the diet of the different species from the literature, taking into
account the study site. The only exception was for the crab-eating raccoon, as there are no studies
on its diet performed in the Pantanal. We first made scatter diagrams of the proportion of
invertebrates in the species diet and the 7. cruzi exposure rates to visualize the mathematical
function that best represented the relationship between these variables. From the graphic analysis
we estimated the linear regression model. Species with n < 10 specimens per study site were
excluded from this analysis. The T. cruzi exposure rates, hosts and diet assigned for each species,

besides the references used are shown in supporting information (Table S1).

To test if infectiveness rates (the potential of the host to infect vectors as demonstrated by
positive hemoculture, xenodiagnosis or fresh blood examination) between different taxa were
phylogenetically autocorrelated we used the phylogenetic topology of Agnarsson et al. [36] to
compute proximity matrices. For this, we calculated the infection rate (%) for each species as the
total positive/total examined * 100. A complete list of data sets and source references is shown in
supporting information (Table S2). We used Moran's autocorrelation index [37], Abouheif's test [38]
with Abouheif's original matrix proximity calculus, Thioulouse et al. [39] implementation and
patristic distances. Statistical significance of tests was done using 1,000 MonteCarlo permutations.
We also tested for the phylogenetic effect of infectivity using ANOVA on phylogenetic eigenvector
decomposition of the phylogenetic tree [40]. All computations were done under R 2.13 software and

used packages ade4 [41], adephylo [42], ape3.0-5 and phylobase [43].
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Results
Pantanal

The four examined carnivore species, the ocelot (Leopardus pardalis), the crab-eating fox
(Cerdocyon thous), the ring-tailed coati (Nasua nasua) and the crab-eating raccoon (Procyon
cancrivorus), were infected by 7. cruzi as demonstrated by the high rates of positive IFAT tests, but
high parasitemias, expressed by positive hemocultures, were found only in the two Procyonidae

species (Table 1).

The two ocelots examined tested positive in the IFAT (titers 1:80 and 1:160) and the other
three carnivore species were similarly exposed to 7. cruzi infection (range 48-75%), as no
significant differences was found in the seroprevalence rates among them (x2 =362, df=2,p<
0.16). The crab-eating fox seroprevalence was 63% and titers did not exceed 1:80. The
seroconversion observed among 7 out of 8 recaptured individuals, pointed to the existence of an
active T. cruzi transmission cycle. For the two Procyonidae species, the seroprevalence were 48%
and 75%, for the ring-tailed coati and crab-eating raccoon, respectively, with titers reaching up to
1:320. Gender difference in seroprevalence was observed only in the ring-tailed coati, being higher

in females (77%) than males (35%) (x2 =6.3;df=1,p<0.01).

The prevalence of positive HC was nearly two times higher for ring-tailed coatis (29%) than
for crab-eating raccoons (15%). Moreover, one ring-tailed coati was HC positive in the first capture

and also in the second capture 14 months later.

We obtained 20 Trypanosoma sp. isolates morphologically similar to 7. cruzi and T. rangeli
through hemoculture, of these, three (two from ring-tailed coatis and one from crab-eating raccoon)
could not be characterized due to contamination during field procedures. Genotyping from the 16
ring-tailed coati isolates revealed that twelve of them were Tcl in single infections (n = 6, 37.5%)
and mixed infections: Tcl and Tcll/TcV/TcVI (n=2, 12.5%), Tcl and TcIIl/IV (n=1, 6.3%) or Tcl
and Trypanosoma rangeli (n=3, 18.8%). The single characterized isolate from the crab-eating

raccoon was genotyped as Tcl.

We were unable to define the 7. cruzi genotype in four ring-tailed coati’s isolates (numbers
7,9, 14, 15 — Fig. 2). The MMPCR characterization on these isolates resulted on multiple bands
pattern across repeated experiments, including an odd band about 320bp (isolates 7, 9 and 14). The
1f8/Alw21I assay confirmed only DTU Tcl. The kDNA assay confirmed the four isolates were T.

cruzi.
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Serra da Canastra National Park (SCNP)

An active T. cruzi transmission cycle among carnivores was also observed in the maned
wolf (Chrysocyon brachyurus) population from the SCNP region. Seroprevalence was 26% and
among non-infected recaptured individuals (n=10), 4 seroconverted after one-year follow-up and
other 2 seroconverted after two years. In all cases, titers did not exceed 1:80. No significant

differences was found between genders (XZ =0.36;df=1, p <0.54).

Araguari/Cumari

In this region none of the maned wolves (n=4) displayed positive serological tests and we
found a significative difference in the 7. cruzi infection rates among the other three examined

species (y° = 8.79, df = 2, p < 0.01) (Table 1).

The two puma specimens tested positive in the IFAT (titers - 1:40 and 1:160). In the two
canid species, the hoary fox’s (Lycalopex vetulus) seroprevalence rate (71%) was two times higher
than that of the crab-eating fox’s (33%). Titers for both species reached up to 1:320. Neither species
had differences in seroprevalence amid gender (hoary fox: x2 = 0.68; df = 1, p = 0.40; crab-eating
fox: x* =0.29; df =1, p = 0.58).

Trypanosoma cruzi infection rates in relation to species diet

T. cruzi infection rates in wild carnivores significantly increased with the proportion of
invertebrates in the species diet (r? = 0.623; df = 9; p < 0.004; Fig. 3). In addition, the four felids

examined, which include a high proportion of mammals in their diet, were all infected (Table 1).

Neotropical wild carnivores as Trypanosoma cruzi host

Data on Neotropical wild carnivore 7. cruzi hosts combining our results and literature
records were assembled in Table 2. Fifteen Neotropical carnivore species belonging to five families
were described to be infected by T. cruzi by serological and/or parasitological methods in

Argentine, Brazil, Chile and Colombia.

Distinct 7. cruzi infection patterns among carnivore species were notable. Procyonids
demonstrated to have a high potential to infect vectors, in particular the ring-tailed coati, given the
persistently high parasitological prevalence rates (Table 2). Also, this species was recorded

harboring the main 7. cruzi lineages in single and mixed infection, corroborating its bioaccumulator
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potential. In spite of the few data available, mustelids might also display high potential to infect
vectors and one species was recorded harboring mixed infections. Regarding the Mephitidae family,
one single species, the skunk (Conepatus chinga) was found infected: parasitological tests
consistently tested positive and this species harbored TclIIl in single infections in Argentina. In
canid species, high parasitemias were observed only in a few individuals of the Lycalopex genus
and one crab-eating fox. The 7. cruzi infection in felids is poorly reported: one ocelot was reported
to have high parasitemia and the serological detection of 7. cruzi infection in pumas suggests that

they may also be involved in the 7. cruzi network (Table 2).

The aforementioned differences in infection pattern among carnivore species were not
phylogenetically autocorrelated, as none of the tests revealed a significant influence of carnivore
phylogeny on 7. cruzi infection detected by hemoculture/xenodiagnosis assays. For Moran's test
[=0.059, and the expected null value was -0.055 (p = 0.198). Abouheif's test with different
proximity matrices were also not significant even though patristic distance retrieved marginally
significant results (p = 0.077 — original; p = 0.099 — Thioulouse, p = 0.044 - patristic). The global
ANOVA of infectiveness on phylogenetic structure was not significant (p= 0.277). However, tests
on each of the 7 eigenvector showed that the first phylogenetic eigenvector, which contrasts the
superfamily Musteloidea vs. families Canidae and Felidae was significant (p = 0.02689, Fig. S3).

This indicates a difference in infectiveness rates between these groups (Fig. 4).

Discussion

Fourteen Neotropical carnivore species belonging to five families were already described to
be infected by 7. cruzi in Argentine, Brazil, Chile and Colombia. The fifteenth one, the puma was
found infected in the present study. Distinct 7. cruzi infection patterns across carnivore species and
study sites were notable, as also observed among the seven species herein studied in three different
areas of Brazil. Particularly interesting is the finding that carnivore species, mainly procyonids and
mustelids, often exhibited high parasitemias and were able to harbor the main 7. cruzi genotypes,
both in single and mixed infections. We also evidenced that species diet could influence the 7. cruzi

infection rates.

In the Pantanal the 7. cruzi cycle included all examined carnivore species, as previously
reported in the same study site [14]. Notwithstanding, based on the positive hemoculture only the
ring-tailed coatis and the crab-eating raccoons demonstrated a potential to infect vectors. This is in
accordance with previous studies that report the role played by the ring-tailed coati as the main

reservoir of 7. cruzi in the Pantanal due to its high prevalence of infection, long-lasting parasitemia
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and infection with the main 7. cruzi lineages [14,44,45]. Moreover, the coati has numerous paths for
contact with 7. cruzi, as it occupies both arboreal and terrestrial strata in several habitat types and
can prey on infected insects and mammals [46]. Another coati’s ecological characteristic that
facilitates infection by 7. cruzi is its behavior of construction of arboreal nests for resting and
reproduction, as we have found several of these nests infested with triatomine bugs in our recent
field observations (J. Saab, unpublished data). Along with its potential to infect vectors and the
capacity to maintain multiples lineages of the parasite [44,45], this species may be considered a
network hub, a common connection point joining transmission cycles maintained within terrestrial

and arboreal mammals and vectors.

We observed a temporal change in the ratio of infection by the different 7. cruzi lineages in
the coati population of the Pantanal in comparison to former reports. Previously, single Tcl and
Tcll/TcV/TcVI infections were reported to occur in similar ratios, whereas Tclll/TcIV (formerly
73) and Trypanosoma rangeli (TR) occurred in minor proportion [44]. Herein, Tcl has prevailed
over TcIl/TcV/TcVI whereas TcIIl/TcIV, which was not reported in the past few years [45], was
isolated again from the coati population. We also observed a gradual increase in the prevalence of
T. rangeli (3% - [44]; 7% - [45]; 20% this study). It is well-known that the striking variation of the
flooding intensity in the Pantanal, as well as other environmental changes, has a strong effect on the
local community structure, modulating vectors, hosts and consequently their parasites density,
distribution and interrelationships [27,47]. In the same manner changes in the hosts’ environment
are expected to impact the parasite subpopulation (in this case, 7. cruzi DTU’s), but the outcome of
this impact might be different according to each subpopulation dynamics. For instance, Tcl infects a
huge variety of mammal host species and its infection is described as resulting in high and long
lasting parasitemias [8,17,48]. This is not the case of TcIl and probably may also not be the case of
Tclll/TclV (formerly Z3), which infection results in short period parasitemias and are described to
occur in more restricted transmission cycles [8,17]. Therefore the distribution of Tcl in a given
environment is expected to be less impacted by environmental changes than Tcll and Tclll/TcIV
(formerly Z3). Likewise with any other living being populations, 7. cruzi subpopulations might also
expand and retract according to the resources available. Moreover, competitive exclusion and
interactions between tripanosomatid species and/or 7. cruzi subpopulations certainly take a role in
modulating the ratios of infection. In any case, this highlight how complex and dynamic the 7. cruzi

transmission cycles can be, even regarding a single species in a small snippet of time and space.

We were not able to define the 7. cruzi genotype in four out of 16 ring-tailed coati isolates,
as they displayed multiple bands, besides and additional odd band pattern of 320bp in the MMPCR

assay. The other two molecular targets employed confirmed only Tcl and excluded T. rangeli,
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showing that the band pattern observed was not related to multiple infections. In this sense, we are
probably facing 7. cruzi isolates with odd band patterns in the MMPCR assay, a method routinely
used worldwide and recently validated for a rapid typing of 7. cruzi DTU groups [34]. Indeed,
unusual profiles within different molecular targets, including the mini-exon gene, had already been
observed in T. cruzi wild mammal isolates [49]. Rather than methodological constraints, these
observations may point out that any time we might deal with undiscovered/unusual lineages which
the most employed markers are not capable of characterizing, especially while working with
isolates derived from wild hosts. These findings reinforce that the diversity of 7. cruzi might be
much higher than currently acknowledged, as evidenced, for example, by the recent description of

the Tcbat [50].

As already observed [45], the ring-tailed coati was the only carnivore species examined in
this study to display gender differences in the infection rate. Coatis have an unique social system
among carnivore species; males and females have marked differences in their ecology, as females
live in groups while most adult males are solitary (except during the breeding season) [51]. The rate
of infection by 7. cruzi in a specific host is driven by contact processes among vector-parasite-host;
thus we might expect that these ecological dissimilarities lead to different infection ratios. In the
case of ring-tailed coatis, females were observed to have differential habitat use during reproductive
period [52] and to spend more time in nests, whereas males’ coatis are not involved in parental care
[53]. This may put females at greater risk for exposure to 7. cruzi, as these nests are a suitable
ecotope for triatomines (J. Saab, unpublished data), indicating that habitat use and not gender is the

deciding factor here.

The crab-eating raccoon was another Procyonidae species implicated in the maintenance and
dispersion of T. cruzi in the Pantanal region. Different from the congener common raccoon Procyon
lotor, widely studied and the most commonly reported 7. cruzi host in North America (along with
Didelphis virginiana) [54], the crab-eating raccoon is poorly studied. This raccoon species is
nocturnal, omnivorous and highly associated with water. Shelter sites in Pantanal were frequently
registered in clusters of terrestrial bromeliad (Bromelia balansae) (C. Cheida, unpublished data), a
recognized habitat for the vector species Triatoma sordida and Pastrongylus megistus, both known
to occur in the Mato Grosso do Sul State [55]. The high parasitemias observed in this study
corroborate that the crab-eating raccoon, just as the other procyonids, has a potential to infect

triatomines.

The crab-eating foxes and the ocelots from the Pantanal, although highly exposed, did not

display high parasitemias. Regarding the crab-eating foxes, our hypothesis is that the pattern of 7.
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cruzi infection in this species, and probably in other wild canid species, is similar to that found in
domestic dogs, which is characterized by a short period of patent parasitemia during the acute
phase, followed by a chronic phase with low recovery of positive hemocultures, even in reinfections
[56]. Also, in spite of its plasticity in diet and habitat preferences [29], this species has much less
capacity to explore microhabitats suitable for triatomines than the coatis with its great ability with
its paws and snout [57]. Besides, differently from coatis, the crab-eating fox are restricted to the
terrestrial environment. On the other hand, the ocelot has the most carnivorous diet among these
three species and can explore both terrestrial and arboreal strata. In such hypercarnivorous, 7. cruzi
infection might reflect the rates of infection among their prey [15]. Indeed, ocelots from the
Pantanal tested negative in hemoculture and the small mammals from the same region were

reported to display low HC prevalence [58].

A T. cruzi transmission cycle involving another carnivore species, the maned wolf, was also
observed in the Serra da Canastra National Park region. Our results on 7. cruzi infection in maned
wolves verified by serology are in accordance with a previous study conducted by us [15] and both
reported seroconversion. Together, this eight-year follow-up attested that 7. cruzi is enzootic among

maned wolves from SCNP, and also that transmission is well-established and active in the area.

In Araguari/Cumari region, the two tested puma were infected by 7. cruzi, possible due to
the top chain position of this species, besides the classical contaminative route. Indeed, to the best
of our knowledge, this is the first such report from a top predator. Infection rates in the hoary fox
was two times higher than the infection rates in the crab-eating fox, and the other canid species
examined, the maned wolf, tested negative. The present study represents the first sizable data on the
hoary fox since a single specimen was previously described infected in the early 70°s [59]. Amongst
those three canids, the hoary fox seems to be the most likely to be exposed to triatomine bugs due to
their ecological characteristics. It is the only Neotropical canid with a predominantly insectivore
diet and also the only of those three canids to use armadillo burrows regularly [29,60], a recognized

ecotope for some vectors in this area, such as the Panstrongylus species [55,61].

The oral transmission has been constantly suggested as the principal mechanism of parasite
dispersion among free-ranging mammals and recently, even humans [5,62]. This route may be of
particular importance for carnivore species, since many of them feed on both insects and mammals
[63], thus providing several opportunities for infection throughout its life. The classic contaminative
route may also be present in some of these infections, but it is probably less prone to be the most
effective because some of these carnivores are very active at night, do not use permanent dens, and

the contaminated feces still would have to pass the usually dense fur of these carnivorans. Herein,
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we demonstrated that the higher the proportion of invertebrates in species diet, the greater 7. cruzi
infection rate. Interestingly, the 7. cruzi exposure rate in the three canid species, the hoary fox, the
crab-eating fox and the maned wolf, scales in the proportion of the amount of invertebrates in their
diet. The transmission by the ingestion of infected triatomines is highly efficient and was already
demonstrated in the carnivores striped skunk (Mephitis mephitis) [64] and raccoon (Procyon lotor)
[21]. Our results suggest that carnivore species with insectivorous diet would have more probability
of contact with triatomine bugs while foraging. For top-chain species, the infection through the

ingestion of infected prey might also be an important infection route [19].

Our assemblage on 7. cruzi infection among Neotropical carnivore species corroborated
epidemiological evidence that they are involved in the 7. cruzi transmission networks, though with
variable potential to amplify and disperse parasite populations according to the species ecological
characteristics and regional peculiarities. The long-term maintenance of the 7. cruzi transmission
cycles will rely on vector feeding upon mammals displaying patent parasitemias. Herein, we found
that species belonging to the superfamily Musteloidea were more likely to display high parasitemias
and thus to infect vectors. One common component within this group is that, despite the adaptations
to predation of vertebrates as other carnivore species, many species are omnivores [22].
Mesocarnivores feed on both invertebrates and mammals and thus seems to take a place at the top
of the T. cruzi transmission chain. In fact, the frequent findings of mixed infection, as demonstrated
by the coati, corroborate the bioaccumulator potential expected for mammals at the top of the

parasite chains.
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Figures and tables

Figure 1. Spatial distribution of free-ranging carnivore species examined for Trypanosoma
cruzi infection in Brazil. (A) Pantanal - Mato Grosso do Sul State (MS), (B) Serra da Canastra
National Park (SCNP) and its surroundings - Minas Gerais State (MG), (C1) Araguari — Minas
Gerais State (MG) and (C2) Cumari — Goids State (GO). Geometric symbols represent carnivore
species, according to the figure legend. In the upper left figure the black contour shows the study

sites within respective States in Brazil.
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Figure 2. Trypanosoma cruzi genotyping of wild carnivore isolates from the Pantanal wetland,
Mato Grosso do Sul State, Brazil. Representative agarose electrophoresis gels stained with
ethidium bromide of the (A and B) Miniexon multiplex-PCR products, (C) 1f8 gene/Alw211 PCR-
RFLP products and (D) kDNA PCR products. Lanes: M. Molecular weight markers (100bp DNA
ladder), 1- Procyon cancrivorous isolate; 2-17 — Nasua nasua isolates. Control samples: Tcl, Tcll,

Tclll/TclV, TcV/TcVI, TR - T. rangeli, TC — T. cruzi and C- Negative control.
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Figure 3. Trypanosoma cruzi infection in Neotropical wild carnivores and the proportion of

invertebrates in species’ diet. Infection rate (total examined/total positive*100) was
determined by IFAT - Indirect Immunofluorescent Antibody Test. Studies sites were
Pantanal — Mato Grosso do Sul State, Araguari - Minas Gerais State/Cumari — Goids
State and Serra da Canastra National Park (SCNP) — Minas Gerais State, Brazil. The
data set included samples collected on this study (filled symbols) and from the same
studies sites previously published by our group. Species’ diets were retrieved from
the literature (Table S1). The fitted linear regression (F(1,9): 14.9; = 0.62, p =
0.004) is represented by the solid line (y= 0.73x + 24). Dashed lines indicate the

confidence intervals at 95%.

CAPITULO 3 61



Figure 4. Trypanosoma cruzi infectiveness rates in Neotropical carnivore species at the tips of
their phylogeny. The size of circles denotes the infectiveness rates (%), which were determined as
the total positive/total examined*100 in hemoculture or xenodiagnosis tests. Phylogenetic topology

of Agnarsson et al. [36].
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Table 1. Trypanosoma cruzi infection assessment of wild carnivores from three study sites in Brazil and ecological data.

T. cruzi infection

Ecological data

Family Species Sex  Serology (IFAT) Hemoculture . PM  PI - Habitat  cological
(common name) a b . » | Diet Activity Strata data
P/T (%)" F/M* P/T*(%) FM (%) (%) type references®
STUDY SITE: PANTANAL
Canidae Cerdocyon thous 14/16  19/30 (63)  9/10  0/30 (0) - |C/F1 328 334 CN T Scrub/ [52]
(crab-eating fox) Savanna
Felidae (Lé‘é’;f(‘)”t‘;”s pardalis 200  2/2(100)  2/0 0/2 (0) ; C 935 67 N T Forest [52]
. Nasua nasua Scrub/
Procyonidae e ) 26/40 21/44 (48) 10/11 19/66 (29) 6/13 | C/E/1 143 46.6 D T/S Forest [52]
Procyonidae 1 OCYO cancrivorus 6/7  9/12(75)  4/5  2/13(15) 1/1 | C/FI 38 417 N.C p  Crassland [65]
(crab-eating raccoon) /Forest
STUDY SITE: SERRA DA CANASTRA NATIONAL PARK
Canidae Chrysocyon brachyurus o419 1143 26) /4 - - | C/F 244 43 CN T  Grassland  [66], [67]
(maned wolf)
STUDY SITE: ARAGUARI/CUMARI
Canidae Cerdocyon thous 13/14  9/27 (33) 5/4 - - C/FM 17.5 259 C_N T Ssac\:;lﬂ;/a [67], [28]
Canidae Chrysocyon brachyurus 2/2 0/4 (0) 0/0 - - C/F 244 43 C_N T Grassland [66], [67]
Canidae ~ LYcalopex vetulus 1011 1521(71) 8/ - - |CF1 55 704 N T  Grassland  [67],[28]
(hoary fox)
Felidae Puma concolor 02 2/2(100) 072 - - | Cc 8 - N T Serubl 681, 169]
(puma) Savanna
Footnotes:
IFAT - Indirect Immunofluorescent Antibody Test
* Positive/Total number of examined (% positive)
> positive female/male
Species diet (C - carnivorous; F-frugivorous; I-insectivorous; PM proportion of mammals; PI proportion of invertebrates)
Activity (C crepuscular, N nocturnal, D diurnal), strata occurrence (T, terrestrial; S scansorial)
¢ The ecological data was retrieved from the literature.
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Table 2. Neotropical wild carnivores infected by Trypanosoma cruzi from this study (in bold)

and literature records.

Species” Serologicl::ll Parasitolog:cal Lineage State/Country
P/T (%) P/T (%) (DTU)* [references]

FAMILY CANIDAE
Cerdocyon thous 9/27 (33) - - Goias-Minas Gerais/BR
Cerdocyon thous 18/30 (60) 0/30 (0) - Mato Grosso do Sul/BR
Cerdocyon thous 16/42 (38) 0/42 (0) - Mato Grosso do Sul/BR ¥
Cerdocyon thous 4/8 (50) 0/3 (0) - Minas Gerais/BR !
Cerdocyon thous - 1/5 (20) - Sdo Paulo/BR "
Chrysocyon brachyurus 11/43 (26) - - Minas Gerais/BR
Chrysocyon brachyurus 8/39 (21) 0/30 (0) - Minas Gerais/BR !
Lycalopex culpaeus - 4177 (5) - cL "M
Lycalopex culpaeus - 1/15 (7) - Freirina/CL "
Lycalopex culpaeus - 1/2 (50) - Jujuy/AR (73]
Lycalopex griseus - 2/29 (7) - Freirina/CL "
Lycalopex gymnocercus - 11 - Salta/AR 1!
Lycalopex vetulus 15/21 (71) - - Goias-Minas Gerais/BR
Lycalopex vetulus - 1/1 - Séo Paulo/ BR *”!
FAMILY FELIDAE
Leopardus pardalis 2/2 (100) 0/2 (0) - Mato Grosso do Sul/BR
Leopardus pardalis 3/10 (30) 0/3 (0) - Mato Grosso do Sul/BR "%
Leopardus pardalis 1/1 1/1 Tcl Minas Gerais/BR "
Puma concolor 2/2 (100) - - Goias-Minas Gerais/BR
FAMILY MEPHITIDAE
Conepatus chinga - 1/15 (6.6) Telr Santiago del Estero/AR""
Conepatus chinga - 1/91 (1.1) Telll* Santiago del Estero/AR !
Conepatus chinga - 2/36 (5.5) - Santiago del Estero/AR "®
Conepatus chinga - 2/49 (4.1) - Santiago del Estero/AR 7!
FAMILY MUSTELIDAE
Eira barbara - 1/5 (20) - Sdo Paulo/BR "
Eira barbara - 1/2 (50) - Mato Grosso/BR !
Eira barbara - 2/4 (50) - Para/BR ™!
Eira barbara - 1/4 (25) - Pard/BR *'!
Eira barbara - 1/1 - Jujuy/AR !
Galictis cuja - 1711 - Santiago del Estero/AR "°!
Galictis cuja - 2/14 (14) - Sdo Paulo/BR %
Galictis vittata - 1/1 - Sao Paulo/BR '
Galictis vittata . 1/1 Tel/TeV/TeVI®  Ris de Janeiro/BR

and TcIIl/IVE
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Serological Parasitological Lineage State/Country

Species’
peetes PIT (%)’ PIT (%)" (DTU)Y" [references]
FAMILY PROCYONIDAE
Tecl, Tell,
Nasua nasua 21/44 (48) 19/66 (29) Telll/TelV Mato Grosso do Sul/BR
Tcl and [45]
Nasua nasua 75/140 (54) 53/140 (38) Tell/TeV/TeVIZ Mato Grosso do Sul/BR
Tcl and
Nasua nasua 101/158 (64)  33/158 (21)  Tcll/TcV/TeVI?  Mato Grosso do Sul/BR 1+
and TcIll/TcIV®
Nasua nasua - 7/18 (39) TcII/TcIVS  Pard/ BR ¢
Nasua nasua - 1/5 (20) - Sdo Paulo/BR *7
Potus flavus - 1/2 (50) Tcl Bajo Colima/CO P*#¥
Procyon cancrivorus 9/12 (75) 2/13 (15) Tcl Mato Grosso do Sul/BR
Procyon cancrivorus - 1/4 (25) - Sdo Paulo/BR
Footnotes:

(-) Not available

Serological test: IFAT - Indirect Immunofluorescent Antibody Test

Parasitological tests: Hemoculture, xenodiagnosis or fresh blood examination

“We adopted Wilson & Reeder [90] for taxonomic reference; thus, host species names reported in
this table not always correspond to the original paper.

b Ppositive/Total number of examined (% positive)

Countries: AR — Argentine, BR — Brazil, CL — Chile, CO — Colombia

“ Current nomenclatural consensus as Discrete Typing Units (DTU) following Zingales et al. [7].
Original classification and equivalence to currently grouping scheme. “TCIlc = TcIll;  Tcll

(Miniexon gene) = Tcll/TcV/TcVI, 973 = Tclll/TclV.
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Supporting Information

Table S1. Trypanosoma cruzi infection rates in Brazil and species diet.

Species T. cruzi infection Species diet? . References
1 Study site

P/N (%) PM (%) PI (%) T.cruzi infection Diet
Cerdocyon thous 9/27 (33) 17.5 259 Araguari  this study Lemos et al 2011
Cerdocyon thous 19/30 (60) 6.4 334 Pantanal this study Bianchi 2009
Cerdocyon thous 16/42 (38) 6.4 334 Pantanal Herrera et al 2011 Bianchi 2009
Chrysocyon brachyurus 8/39 (21) 24.4 4.3 Canastra Rocha et al 2012 Queirollo 2007
Chrysocyon brachyurus 11/43 (26) 24.4 4.3 Canastra this study Queirollo 2007
Leopardus pardalis 3/10 (30) 46.4 6.7 Pantanal Herrera et al 2011 Bianchi 2009
Lycalopex vetulus 15/21 (71) 5.5 70.4 Araguari  this study Lemos et al 2011
Nasua nasua 21/44 (48) 1.5 46.6 Pantanal this study Bianchi 2009
Nasua nasua 101/158 (64) 1.5 46.6 Pantanal Herrera et al. 2008 Bianchi 2009
Nasua nasua 75/140 (54) 1.5 46.6 Pantanal Alves et al 2011 Bianchi 2009
Procyon cancrivorus 9/12 (75) 3.3 32.2 Pantanal this study Gatti 2006

Footnotes:
"' T. cruzi infection based on Indirect Immunofluorescent Antibody Test (IFAT): Positive/Total number of examined (% positive)

2 Species diet: PM — proportion of mammals; PI — proportion of invertebrates
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Table S2. Trypanosoma cruzi infectiveness rates (%) of Neotropical wild carnivores from this study and literature records. Infectiveness rate

(INF) for each species based on parasitological tests (hemoculture, xenodiagnosis or fresh blood examination) was calculated by total positive/total

examined*100.
Species” N POS NEG (%) Site Country Reference

Family CANIDAE
Cerdocyon thous 30 0 30 0 Pantanal Brazil this study
Cerdocyon thous 3 0 3 0 Canastra Brazil Rocha et al. 2012
Cerdocyon thous 42 0 42 0 Pantanal Brazil Herrera et al. 2011
Cerdocyon thous 1 0 1 0 Corrientes Argentina Bar et al. 1999
Cerdocyon thous 5 0 5 0 Para Brazil Lainson et al. 1979
Cerdocyon thous 5 1 4 20 Sao Paulo Brazil Albuquerque & Barretto 1968
INF Cerdocyon thous 86 1 1.2
Chrysocyon brachyurus 30 0 30 0 Canastra Brazil Rocha et al. 2012
INF Chrysocyon brachyurus 30 0 0
Lycalopex culpaeus 77 4 77 5 - Chile Neghme & Schenone 1962
Lycalopex culpaeus 15 1 14 7 Freirinha Chile Whiting 1946
Lycalopex culpaeus 2 1 1 50 Jujuy Argentina Mazza 1940
INF Lycalopex culpaeus 94 6 6.4
Lycalopex griseus 1 0 1 0 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
Lycalopex griseus 29 2 27 7 Freirinha Chile Whiting 1946
INF Lycalopex griseus 30 2 6.7
Lycalopex gymnocercus 1 0 1 0 Santiago del Estero Argentina Cardinal et al. 2008
Lycalopex gymnocercus 5 0 5 0 Santiago del Estero Argentina Ceballos et al. 2006
Lycalopex gymnocercus 3 0 3 0 Corrientes Argentina Bar et al. 1999
Lycalopex gymnocercus 1 0 1 0 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
Lycalopex gymnocercus 3 0 3 0 Jujuy Argentina Schweigmann et al. 1992
Lycalopex gymnocercus 1 1 0 100 Salta Argentina Mazza 1940
INF Lycalopex gymnocercus 14 1 7.1
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Species® N POS NEG (%) Site Country Reference
Family CANIDAE
Lycalopex vetulus 6 0 6 0 Canastra Brazil Rocha et al. 2012
Lycalopex vetulus 1 1 0 100 Franca Brazil Albuquerque & Barretto 1970
INF Lycalopex vetulus 7 1 14.3
Family FELIDAE
Leopardus colocolo 5 0 5 0 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
INF Leopardus colocolo 5 0 0
Leopardus geoffroyi 2 0 2 0 Chaco Province Argentina Alvarado-Otegui et al. 2012
Leopardus geoffroyi 1 0 1 0 Chaco Province Argentina Diosque et al. 2004
Leopardus geoffroyi 4 0 4 0 Jujuy Argentina Schweigmann et al. 1992
Leopardus geoffroyi 7 0 7 0 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
INF Leopardus geoffroyi 14 0 0
Leopardus pardalis 2 0 2 0 Pantanal Brazil this study
Leopardus pardalis 1 1 0 100 Canastra Brazil Rocha et al. 2012
Leopardus pardalis 10 0 3 0 Pantanal Brazil Herrera et al. 2011
Leopardus pardalis 5 0 5 0 Para Brazil Deane 1961
INF Leopardus pardalis 18 1 5.6
Puma yagouaroundi 3 0 3 0 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
INF Puma yagouaroundi 3 0 0
Family MEPHITIDAE
Conepatus chinga 15 1 14 7 Santiago del Estero Argentina Cardinal et al. 2008
Conepatus chinga 91 1 91 1 Santiago del Estero Argentina Ceballos, et al. 2006
Conepatus chinga 1 0 1 0 Paraguay Yeo et al. 2005
Conepatus chinga 6 0 6 0 Chaco Province Argentina Diosque et al. 2004
Conepatus chinga 36 2 34 6 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
Conepatus chinga 49 2 47 4 Santiago del Estero Argentina Pietrokovsky et al. 1991
Conepatus chinga 3 0 3 0 Til-til Chile Whiting 1946
INF Conepatus chinga 201 6 3.0
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Species® N POS NEG (%) Site Country Reference
Family MEPHITIDAE
Conepatus semistriatus 2 0 2 0 Canastra Brazil Rocha et al. 2012
INF Conepatus semistriatus 2) 0 0
Family MUSTELIDAE
Eira barbara 5 1 4 20 Sdo Paulo Brazil Barretto & Ribeiro 1972
Eira barbara 2 1 1 50 Mato Grosso Brazil Deane 1964
Eira barbara 4 2 2 50 Para Brazil Deane 1961
Eira barbara 4 1 4 25 Para Brazil Rodrigues & Melo 1942
Eira barbara 1 1 0 100 Jujuy Argentina Mazza 1940
INF Eira barbara 16 6 37.5
Galictis cuja 1 0 1 0 Corrientes Argentina Bar et al. 1999
Galictis cuja 2 0 2 0 Jujuy Argentina Schweigmann et al. 1992
Galictis cuja 1 1 0 100 Santiago del Estero Argentina Wisnivesky-Colli et al 1992
Galictis cuja 14 2 12 14 Sao Paulo Brazil Ferriolli & Barretto 1969
INF Galictis cuja 18 3 16.7
Galictis vittata 1 1 0 100 Sumidouro/R]J Brazil Lisboa et al. 2009
Galictis vittata 1 1 0 100 Sao Paulo Brazil Barretto & Albuquerque 1971
Galictis vittata 3 0 3 0 Para Brazil Deane 1961
INF Galictis vittata 5 2) 40
Mustela Africana 4 0 4 0 Para Brazil Deane 1961
INF Mustela Africana 4 0 0
Family PROCYONIDAE
Nasua nasua 66 19 49 29 Pantanal Brazil this study
Nasua nasua 140 53 87 38 Pantanal Brazil Alves et al. 2011
Nasua nasua 158 33 125 21 Pantanal Brazil Herrera et al. 2008
Nasua nasua 18 7 11 39 Para Brazil Lainson et al. 1979
Nasua nasua 5 1 0 20 Sédo Paulo Brazil Ferriolli & Barretto 1968
Nasua nasua 2 0 2 0 Para Brazil Deane 1961
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Species® N POS NEG (%) Site Country Reference

Family PROCYONIDAE

Nasua nasua 2 0 2 0 Para Brazil Rodrigues & Melo 1942

INF Nasua nasua 391 113 28.9

Potos flavus 2 1 0 50 Bajo Colima Colombia Travi et al. 1994

Potos flavus 2 0 2 0 Guiana Deurere et al. 2001
Francesa

Potos flavus 1 0 1 0 Para Brazil Lainson et al. 1979

Potos flavus 2 0 2 0 Para Brazil Rodrigues & Melo 1942

INF Potos flavus 7 1 14.3

Procyon cancrivorus 13 2 11 15 Pantanal Brazil this study

Procyon cancrivorus 2 0 2 0 Chaco Province Argentina Alvarado-Otegui et al. 2012

Procyon cancrivorus 4 1 3 25 Sao Paulo Brazil Barretto & Ferriolli 1970

Procyon cancrivorus 12 0 12 0 Para Brazil Deane 1961

INF Procyon cancrivorus 31 3 9.7

Footnote:
“We adopted Wilson & Reeder (2005) for taxonomic reference; thus, host species names reported in this table not always correspond to the original

paper.
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Figure S3. Trypanosoma cruzi infectiveness rates (%) of each species at the tips of the
phylogeny and values on the phylogenetic eigenvector 1 (P.E.V. 1) from Agnarsson et al.
(2010). Infectiveness rates were determined as the total positive/total examined*100 in hemoculture

or xenodiagnosis tests. Values are scales and normalized around O to have a comparable scale.

CAPITULO 3 76



Discussao geral

A presente tese foca no papel dos carnivoros silvestres (ordem Carnivora) nos ciclos de
transmissdo de Trypanosoma cruzi, um parasito capaz de infectar centenas de espécies de
mamiferos e dezenas de espécies de triatomineos, e de ser transmitido diretamente através da via
oral. Essa via é provavelmente o mecanismo mais eficiente de transmissao de 7. cruzi na natureza.
Carnivoros silvestres apresentam uma alta diversidade ecoldgica e ocupam praticamente todos os
tipos de habitat e estratos florestais. Apesar de possuirem adaptagdes especiais para predagdo, as
espécies dessa ordem sdao diversas inclusive na sua ecologia alimentar, que pode variar desde
espécies com dieta majoritariamente insetivora, frugivora, onivora ou exclusivamente carnivora.
Levando em consideragdo a eficiéncia da via oral na infeccdo por 7. cruzi, carnivoros apresentam
grande potencial de estarem expostos a este parasito, visto que predam espécies de diversos taxa e
transitam por grandes dreas em distintos estratos florestais, favorecendo o contato com os diferentes
componentes das redes de transmissdo de 7. cruzi. Ainda, nossa hipétese inicial € que eles poderiam
ocupar uma posicdo unica como bioacumuladores dos distintos genotipos deste parasito. Nos
artigos que compodem essa tese, consideramos o perfil da infec¢do, as caracteristicas ecologicas dos
hospedeiros, bem como as suas interacdes com outras espécies na rede tréfica para compor o

cendrio no qual os carnivoros silvestres se inserem nos ciclos de transmissao de 7. cruzi.

O primeiro objetivo desse estudo foi avaliar a transmissdo de 7. cruzi e distribui¢do de seus
gendtipos em espécies de hospedeiros que ocupam diferentes niveis da rede tréfica e quais os
fatores que modulam seus ciclos de transmissao num sistema ecoldgico natural, no caso o Pantanal.
O Pantanal € uma planicie alagavel reconhecida pela sua fauna abundante e diversa que ainda é
considerado em estado relativamente intocado, dada a baixa densidade populacional humana e
praticas de criagdo extensiva de gado que tem menor impacto nesse ecossistema, sendo assim, um
local onde seria possivel examinar elementos de diferentes nives da rede trofica. Para tanto,
avaliamos a infeccdo por 7. cruzi em seis ordens de mamiferos silvestres (Artiodactyla, Carnivora,
Chiroptera, Cingulata, Didelphimorphia e Rodentia), além de caes domésticos e porcos ferais ao
longo de sete anos de estudo na sub-regido da Nhecolandia, Pantanal sul-matogrossense. Estudos
longitudinais em animais de vida livre sdo raros, principalmente aqueles que incluem uma ampla
diversidade de espécies, pois requerem técnicas, equipamentos, mao-de-obra e logistica distintos
para amostragem de cada grupo, especialmente estudos de carnivoros, que demandam técnicas

especializadas de captura e geralmente tem um alto custo financeiro. Nesse primeiro artigo,
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incluimos também Trypanosoma evansi, outro tripanosomatideo multi-hospedeiro, por ser muito

prevalente na drea de estudo e ocorrer em coinfec¢do com 7. cruzi.

Na rede trofica do Pantanal, cada espécie de mamifero desempenhou um papel distinto nos
ciclos de transmissao de 7. cruzi e T. evansi. Um carnivoro, o quati (Nasua nasua), foi o principal
reservatorio tanto de 7. cruzi quanto de 7. evansi, por sua alta densidade (Desbiez et al. 2010) e alto
potencial de infectividade aos vetores. Entre as demais espécies de carnivoros examinados, o
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e a jaguatirica (Leopardus pardalis) demonstraram estar
envolvidos na manutengdo de 7. cruzi e secundariamente na dispersdo de 7. evansi, em contraste
com os caes domésticos (Canis familiaris), que tiveram participagdo somente na dispersao de T.
evansi. Morcegos foram considerados marginalmente importantes na dispersdo de 7. cruzi e
mantenedores de 7. evansi, bem como os tatus. Um papel inverso aos morcegos foi observado nos
porcos, importantes na dispersdo de 7. evansi e mantenedores de 7. cruzi. Entre os pequenos
mamiferos, os roedores tiveram pouca participacao nos ciclos de 7. cruzi e T. evansi, enquanto os
marsupiais apresentaram alta prevaléncia de hemocultivos positivos de 7. cruzi, contudo, dada sua
baixa abundancia relativa, foram considerados nesse estudo como marginalmente importantes na
dispersao deste parasito e mantenedores de 7. evansi. Interessante ressaltar que encontramos um
ciclo de transmissao de 7. cruzi estavel e robusto no Pantanal, mesmo na auséncia de Didelphis
spp., geralmente considerado como o principal reservatdrio do parasito. Isso refor¢a a caracteristica
dinamica, temporal e espacial dos ciclos de transmissdao de 7. cruzi, que devem ser examinados

como um sistema ecoldgico unico.

Nossos resultados apontam que as prevaléncias de 7. cruzi e T. evansi nas diferentes ordens
estudadas refletiram a ecologia dos hospedeiros: os roedores Oecomys marmorae e Cerradomys
scotti, por exemplo, espécies tipicas de habitats fechados, apresentaram maior prevaléncia de
infeccdo por T. cruzi, enquanto roedores capturados em dreas abertas, como o Thrichomys
pachyurus, apresentaram maior prevaléncia de infeccao por T. evansi (Herrera et al. 2007, Herrera
et al. 2011). Por outro lado, o quati (Nasua nasua), um carnivoro que frequenta tanto habitats
abertos quanto florestados (Rocha 2006, Desbiez & Borges 2010), apresentou alta prevaléncia de
infeccdo por ambos T. cruzi e T. evansi. Isso provavelmente se deve a ecologia dos vetores: o
tabanideo mais abundante da area, Tabanus importunus, vetor de T. evansi, € mais frequente em
habitats abertos (Barros 2001), enquanto alguns dos géneros de triatomineos vetores de 7. cruzi
registrados na drea (Triatoma e Rhodnius) sdo encontrados preferencialmente em areas de mata

(Gaunt & Miles 2000). Assim, T. cruzi e T. evansi parecem serem transmitidos em ambientes

distintos, de forma que cada tipo de habitat representa uma unidade epidemiolédgica, com diferentes
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composi¢des de hospedeiros e vetores envolvidos em ciclos de transmissdo que podem ser

independentes ou sobrepostos.

Nesta rede tréfica, detectamos trés genétipos de 7. cruzi em diferentes espécies de
hospedeiros. Neste primeiro trabalho utilizamos o gene do Miniexon para caracterizacao molecular
dos gendtipos de T. cruzi, o qual distingue 7. cruzi em trés grupos: Tcl, Tcll (atualmente
Tcll/TcV/TcVI) e Z3 (atualmente Tclll/TcIV) (Fernandes et al. 1999, Aliaga et al. 2011). Tcl foi o
gendtipo mais prevalente e disperso num espectro mais amplo de espécies de hospedeiros, que
inclui pequenos mamiferos, porcos e quatis. De fato, esse gendtipo € considerado o mais prevalente
na natureza (Zingales et al. 2012). Tcll foi o segundo gendtipo mais prevalente, porém encontrado
infectando apenas quatis e duas espécies de morcegos. Z3, menos prevalente, demonstrou ser capaz
de se infectar um amplo espectro de hospedeiros, tendo sido encontrando infectando quatis,

morcegos ¢ tatus.

Infecgdes mistas foram encontradas em espécies mais generalistas. Duas espécies de
morcego, Artibeus jamaicensis e Phyllostomus hastatus, estavam infectados por Tcll/Z3. O
primeiro, Artibeus jamaicensis ¢ uma das espécies de morcegos mais amplamente distribuidas do
género, sendo muito eclético nos habitats que pode ocupar (Ortega & Arellano 2001). Ja o
Phyllostomus hastatus é onivoro e se alimenta de insetos e pequenos vertebrados (Santos et al.
2003), o que pode favorece sua exposi¢do a distintos ciclos de transmissdo e, consequentemente,
diferentes gendtipos de 7. cruzi. O quati foi a Unica espécie na qual detectamos infec¢des simples e
mistas dos trés genétipos de T. cruzi, sugerindo seu potencial como bioacumulador. Esse
procionideo, além de utilizar diversos tipos de habitat e, nestes, os estratos terrestres e arbéreos, tem
uma dieta onivora que inclui insetos e pequenos mamiferos, favorecendo o contato com fontes de

infeccdo dos diferentes gendtipos de 7. cruzi.

Desta forma, as carateristicas ecoldgicas de uma espécie, como dieta, uso de habitat e
interacao com outras espécies parecem ser um fator chave na dispersao dos genétipos de 7. cruzi na
natureza, visto que podem favorecer (ou ndo) o contato com as fontes de infec¢do de cada uma.
Logo, o encontro de pequenos mamiferos infectados unicamente por Tcl e que foram capturados
simultaneamente nos mesmos fragmentos florestais que quatis com infeccdes mistas de Tcl com
Tcll ou Z3, poderia ser explicado pelo fato de que pequenos mamiferos ndo migram muito e
poderiam ndo entrar em contato com as fontes de infeccdo desses outros dois gendtipos. Por outro
lado, espécies de hospedeiros podem apresentar selecdo por determinado genétipo de 7. cruzi ou a

infec¢do por esta pode causar maior taxa de mortalidade em algumas espécies (Pinho er al. 2000,

DISCUSSAO GERAL 79



Lisboa et al. 2007, Roellig et al. 2010). Assim, é possivel que um determinado genétipo de 7. cruzi
esteja infectando um espectro maior de espécies de hospedeiros no Pantanal, mas que os
hospedeiros mamiferos amostrados nesse estudo sejam os sobreviventes, aqueles que conseguiram

controlar a infecg¢ao.

O sistema reservatorio de 7. cruzi e de seus genotipos no Pantanal incluiu espécies de
hospedeiros que ocupam todos os habitats e estratos florestais, de morcegos a tatus. Assim, um
mamifero infectado através da predacdo de um triatomineo infectado em uma toca no chio pode
posteriormente ser uma fonte de infecdo para outra espécie de triatomineo em um abrigo numa
arvore ou mesmo infectar outro mamifero ao ser predado. A diversidade de hospedeiros e de
diferentes formas de transmissdo sdo provavelmente os principais fatores para a bem-sucedida
manutencdo e dispersao deste parasito no ciclo silvestre, formando uma rede de transmissao na qual

mamiferos especialistas e generalistas estao ligados, através de uma robusta rede tréfica.

O conhecimento sobre o papel dos carnivoros nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi ainda é
escasso € a competéncia de um hospedeiro como reservatério sdo caracteristicas dindmicas que
devem ser avaliadas em intervalos determinados de tempo e espaco. Assim, para ampliar o estudo
do papel dos carnivoros nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi, estendemos nossos estudos para o
Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC), uma unidade de conservagao no Bioma Cerrado. A
escolha da drea se deu também pela possibilidade de se contrastar os ciclos de transmiss@ao em uma
area preservada com as dreas alteradas do entorno do parque. Nesse segundo artigo ja tinhamos as
ferramentas moleculares necessdrias para discriminar os gendtipos de 7. cruzi em Unidades

Discretas de Tipagem (DTU’s) (Zingales et al. 2009).

No cenario da Serra da Canastra, encontramos um ciclo de transmissao de 7. cruzi bem
estabelecido e distribuido em todas as regides do entorno, incluindo o ambiente silvestre e o
peridoméstico. Observamos que cdes domésticos, pequenos mamiferos e carnivoros silvestres
estavam envolvidos na transmissdo de 7. cruzi. Um achado que ndo deixa de ser surpreendente foi a
alta prevaléncia de hemocultivos positivos nos cdes domésticos, contrastando com nosso estudo no
Pantanal (1° artigo - Herrera et al. 2011) e com outros estudos no Brasil (Herrera et al. 2005, Roque
et al. 2008, Xavier et al. 2012) onde poucos ou nenhum dos cdes examinados apresentou
hemocultura positiva. Provavelmente, os poucos encontros de cdes com parasitemias detectdveis
resulta de uma particularidade da interacdo de 7. cruzi com cdes. Em infec¢des experimentais, a
infeccdo por T. cruzi nestes animais geralmente se caracteriza por periodo de parasitemia patente de

cerca de 35 dias na fase aguda, seguida de uma fase cronica com baixa recuperacdo de
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hemoculturas positivas, mesmo em reinfec¢des (Machado et al. 2001). Isso significa que a presenca
de cdes com hemoculturas positivas na Serra da Canastra provavelmente refletem uma fase inicial
da infeccdo. Essa hipdtese é corroborada pela presenca de anticorpos da classe IgM em alguns

desses caes, indicativo de infeccao recente nesse cendrio.

Além da presenga de caes aparentemente recém-infectados, nés observamos que alguns caes
soroconverteram durante o periodo do estudo, o que demonstra que eles estavam sendo
continuamente expostos a infec¢do por 7. cruzi, sinalizando dreas de transmissdo ativa. Na regido
da Canastra os caes sdo criados soltos e frequentemente circulam nos fragmentos de mata ao redor
das casas. A infeccdo nesses animais sugere que a transmissao estd ocorrendo nas dreas de interface
entre o ambiente doméstico e silvestre. Encontramos também caes de 3 a 6 meses infectados que
ainda ndo saiam do entorno da casa, indicando que a infec¢do também ocorria no peridomicilio. A
infec¢do em animais domésticos no peridomicilio € a dltima barreira que antecede a exposi¢ao do

homem (Roque & Jansen 2008).

Animais sentinelas sdo aqueles que indicam a presenca de um ciclo de transmissao na drea e
podem potencialmente serem utilizados para responder questdes epidemioldgicas (McCluskey et al.
2002, Halliday et al. 2007). A utilizagao de animais domésticos como sentinelas de areas de risco
de transmissdo de 7. cruzi ja foi proposta em diversos paises da América Latina, inclusive no Brasil
(Estrada-Franco et al. 2006, Gurtler et al. 2007, Roque & Jansen 2008, Pineda et al. 2011, Xavier et
al. 2012). Na Serra da Canastra, os cdes demonstraram serem bons sentinelas para as 4reas de
transmissdo. Neste cendrio, em que a transmissdo de 7. cruzi ja pode ser detectada inclusive no
peridomicilio, a utilizagdo de cdes como animais sentinelas pode facilitar a detec¢do precoce e
prevencdo de casos humanos, de fundamental importdncia para o sucesso do controle desta

parasitose.

Nossos resultados demonstraram que caes foram capazes de reportar nao apenas as areas de
transmissao, mas também os genétipos circulantes na drea. Caes estavam infectados com Tcl e Tcll,
enquanto todos os isolados dos animais silvestres foram Tcl. Essa foi a primeira descricio de
isolamento e caracteriza¢do molecular de Tcll em cdo doméstico no Brasil. Mais do que ampliar o
espectro de espécies de hospedeiros mamiferos que Tcll pode infectar, esse achado traz para
discussao as estratégias de dispersdo de Tcll, uma vez que a grande distancia entre caes infectados e
o fato de que as populagdes de vetores no peridomicilio sdo residuais mostra que esse gendtipo nao
pode estar sendo mantido apenas pelos cdes. Uma das possibilidades € que Tcll esteja circulando

em espécies ndo amostradas nesse trabalho, como tatus e morcegos. Ao contririo de Tcl,
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considerado o mais ubiquo dos genétipos de T. cruzi, Tcll aparece geralmente em focos pontuais,
exceto em micos-ledo dourado (Leonthopitecus rosalia) provenientes da Mata Atlantica do Rio de
Janeiro, os quais mantém infec¢cOes estaveis por Tcll (Lisboa et al. 2006). Possivelmente, Tcll
também € disperso, mas a infec¢do resulta em infeccdes mais brandas nos animais que sao capazes
de manter esse gendtipo e, desta forma, que seja mais dificil de ser detectado por métodos
parasitolégicos. Em estudo de infec¢do experimental no marsupial Monodelphis domestica, uma das
espécies amostradas neste estudo, a infec¢do por Tcl resultou em parasitemia detectdvel (PCR ou
hemocultura) por 84 dias, enquanto na infeccao por Tcll a parasitemia durou 28 dias (Roellig et al.

2010).

Nosso grupo recentemente implementou a caracterizacdo molecular dos gendtipos de T.
cruzi em amostras de soro de mamiferos silvestres e encontrou infecgdes mistas de Tcl e Tcll em
amostras de gambds (Didelphis albiventris) que tinham sido previamente caracterizadas apenas
como Tcl no isolamento por hemocultivo (V. Lima, dados ndo publicados). Isso demonstra que,
assim como observado com o gendtipo Tcll nos regido da Canastra, ainda temos uma visdo
incompleta dos padrdes de distribuicdao dos gendtipos de 7. cruzi na natureza, tdo importante para se
compreender a importancia epidemioldgica de cada genétipo. Uma ampla abordagem metodologica,
que seja isenta de ideias pré-concebidas, incluindo os diversos elementos que compdem esse
sistema complexo que € o ciclo de transmissdo de 7. cruzi, sdo a chave para a identificacdo dos

riscos de surto da doenca de Chagas.

Outro dado que destacamos deste trabalho foi o primeiro relato de isolamento e
caracterizacdo molecular de 7. cruzi em jaguatirica. No nosso estudo no Pantanal, nenhuma das dez
jaguatiricas capturadas apresentou hemocultura positiva. Isso reforca que os ciclos de transmissao e
o papel de cada espécie podem ser diferentes em cada 4rea, de modo que cada localidade deve ser
analisada como um sistema ecoldgico tnico. A jaguatirica € um animal essencialmente carnivoro,
de modo que a ingestdo de presas infectadas provavelmente ¢ uma de suas principais vias de
infeccdo. No Pantanal, a prevaléncia de pequenos mamiferos com hemocultivos positivos foi de
5%, enquanto na regido da Serra da Canastra foi o dobro (9,6%). O encontro da tnica jaguatirica
capturada com parasitemia patente na Canastra, onde pequenos mamiferos tinham uma maior
prevaléncia de hemocultivos, sugere que as interagdes tréficas entre predadores-presa podem ser um

importante mecanismo de manutencao de 7. cruzi na natureza.
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Dos demais carnivoros examinados na regidao da Canastra, duas espécies de canideos
estavam infectadas por 7. cruzi, o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro-do-mato.
Ambos apresentaram alta prevaléncia soroldgica e nenhum hemocultivo positivo. Nossa hipétese é
de que o padrdo de infecc@o por 7. cruzi em canideos silvestres € similar ao encontrado em caes
domésticos e, portanto, com uma curta janela de transmissibilidade. Esses dois canideos sao
onifvoros generalistas e oportunistas e, na regido da Canastra, sdo frequentemente encontrados
circulando nas fazendas do entorno. Mesmo numa breve janela de transmissibilidade,
provavelmente representada por um curto periodo pés-infecg@o, essas espécies podem atuar como
dispersores de 7. cruzi na interface entre o ambiente silvestre e o doméstico, especialmente o lobo-

guaréd, que possui areas de vida de cerca de 80km? (Jacomo e al. 2009).

Os canideos silvestres encontrados infectados, assim como os pequenos mamiferos, podem
sinalizar a presenca de parasitos na drea, incluindo 7. cruzi, atuando como repérteres da dinamica
dos ciclos de transmissdo na natureza e sentinelas da saide ambiental (Aguirre 2009). A
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) tem recomendando fortemente a inclusdo do
monitoramento da fauna silvestre nos programas de vigilancia sanitdria e paises desenvolvidos
como Estados Unidos e Europa ja adotaram programas especiais nesse sentido (OIE 2010). Embora
a maioria dos surtos de doengas emergentes tenha sido originada de parasitos de animais selvagens
(Jones et al. 2008), apenas recentemente foi reconhecida a importincia do monitoramento dos
ciclos de transmiss@o na fauna silvestre (Rhyan & Spraker 2010). Portanto, € surpreendente o fato
de que muitos paises, inclusive o Brasil, ainda nao tenham desenvolvido politicas de vigilancia
especificas da fauna silvestre para a maioria das zoonoses emergentes e re-emergentes. No caso de
T. cruzi, primariamente uma enzootia, 0 monitoramento nos animais selvagens pode trazer
informacdes sobre fatores de risco como, por exemplo, mudancas/aumento da prevaléncia da
infec¢do nos hospedeiros silvestres e zonas de risco na interface animais domésticos e silvestres.
Vale ressaltar que o lobo-guara foi capaz de sinalizar dreas de transmissao de 7. cruzi dentro e fora
do PNSC e, com o estudo da infec¢do nessa espécie, foi possivel inferir a magnitude da transmissao

em cada drea, neste caso, muito mais expressiva fora da unidade de conservagao.

Ainda, nas duas dreas em que amostramos simultaneamente cdes domésticos e pequenos
mamiferos, a prevaléncia de hemocultivos positivos em cdes domésticos foi maior na drea onde
havia maior prevaléncia de pequenos mamiferos infectados. De fato, em diversas dreas de
transmissdo de 7. cruzi no Brasil, j4 foi observada uma correlacdo entre a infeccdo de animais
silvestres e animais domésticos, incluindo areas de surto de Doenga de Chagas por via oral (Xavier

et al. 2012), reforcando a importdncia do monitoramento dos ciclos de transmissdao na fauna
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silvestre, bem como nos animais domésticos. O perfil ecoepidemioldgico que encontramos na Serra
da Canastra sugere a necessidade de vigilancia continua para se prevenir a re-emergéncia da doenga

de Chagas nesta que ja foi a mais intensa drea de transmissao de 7. cruzi.

Nos dois primeiros trabalhos desse estudo nds demonstramos que 7. cruzi circulava pela
rede tréfica e que os carnivoros participavam nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi no Pantanal e na
Serra da Canastra, mas com diferencas notdveis em cada espécie no perfil da infeccdo e drea de
estudo. A proposta do terceiro artigo foi avaliar o papel dos carnivoros nos ciclos de transmissdo de
T. cruzi em um cendrio mais amplo, continuando os estudos de longo-prazo no Pantanal e na
Canastra e estendendo nossa amostragem para uma terceira darea de estudo, na regido de
Araguari/Cumari. Adicionalmente, incluimos dados disponiveis na literatura sobre infeccdo por T.
cruzi em carnivoros da América do Sul, para fazer uma andlise geral sobre os padrdes de infeccao e
as possiveis correlacdes entre as distintas espécies de carnivoros, especialmente considerando sua

dieta e filogenia.

A hipétese inicial deste estudo era que quanto mais alta a posicdo de uma espécie na cadeia
trofica, maiores seriam suas taxas de infeccdo por 7. cruzi; isto porque ela poderia se expor aos
diversos ciclos de transmissdo do parasito ao consumir diferentes hospedeiros infectados. A posicao
na cadeia tréfica tende a ter uma relagdo com o tamanho do corpo da espécie (Arim et al. 2010),
que por sua vez estd correlacionado com a longevidade de uma espécie (Bejan 2012). Assim, se o
habitat do parasito € o hospedeiro, espécies maiores fornecem hdbitats mais “duradouros” (Poulin et
al. 2011). Uma vez infectado por 7. cruzi, com raras exce¢des, um animal ndo se livra da infecc¢do
e, desta forma, carnivoros de topo de cadeia alimentar teriam mais oportunidades de se infectar ao

longo de sua vida longeva e isso se refletiria nas suas taxas de infeccao.

No Pantanal, ao longo dos dez anos de estudo na regido, o quati demonstrou definitivamente
ser o principal reservatério de 7. cruzi e de ter potencial para atuar como bioacumulador e dispersor
dos seus diferentes gendtipos. Recentemente, nosso grupo identificou que outra caracteristica
ecoldgica do quati facilita a infec¢do por 7. cruzi: seu comportamento exdtico entre 0s carnivoros
de construir ninhos arbéreos, como os de aves, que usa para descanso e reproducao (Olifiers et al.
2009). Foi investigando a ecologia dos ninhos de quatis que verificamos que 30% destes (n = 23)
estavam infestados por triatomineos dos géneros Triatoma e Rhodnius (Lima 2003). A andlise da
fonte alimentar dos triatomineos encontrados pelo teste da preciptina (metodologia descrita em
Lorosa et al. 1998) demonstrou que estes se alimentaram de quatis, aves, roedores € marsupiais,

incluindo alimenta¢des mistas. Dos sete ninhos de quatis infestados por triatomineos, em cinco
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(71%) deles os triatomineos foram positivos para infec¢do por 7. cruzi. Nestes, a caracterizacao
molecular indicou a presenca de Tcl, Tclll/TclV e infec¢des mistas destes gendtipos (Alves 2003).
Estes resultados, aliados ao fato de que os quatis apresentaram alto potencial de infectividade aos
vetores (expressa por alta prevaléncia de hemocultivos positivos), apontam que quatis podem atuar
como um ponto de convergéncia e dispersdo dos genétipos de 7. cruzi, mantidos em ciclos de

transmissao distintos nos mamiferos e vetores de diferentes estratos florestais e habitats.

Interessante ressaltar que a presencga de ninfas de triatomineos que se alimentaram de aves,
roedores e marsupiais é uma evidéncia do uso dos ninhos de quati por essas espécies, visto que
ninfas ndo migram. O uso por outras espécies dos ninhos de quatis ainda ndo tinha sido observado.
Por um lado, o estudo da ecologia dos ninhos nos trouxe informacdes fundamentais para
compreensdo das fontes de infec¢do para os quatis. Por outro, conseguimos informagdes ecoldgicas
sobre o uso dos ninhos de dificil obtencdo por observacdo direta, o que demonstra claramente a

importancia de uma abordagem multidisciplinar em ecologia e parasitologia.

Outro achado surpreendente nos quatis foi o encontro de quatro isolados de 7. cruzi com
padrdes ndo usuais na caracterizacao molecular pelo gene do Miniexon, nos quais ndo foi possivel
definir o gendtipo, e onde apenas confirmamos serem 7. cruzi através da PCR-kDNA. Mais do que
limitagdes metodoldgicas, esses resultados reforcam que a diversidade de 7. cruzi parece ser bem
maior do que € atualmente reconhecido neste taxon, suposi¢do apoiada pela recente descri¢do do

TcBat (Marcili et al. 2009).

O mao-pelada (Procyon cancrivorus), examinado no Pantanal pela primeira vez, apresentou
alta prevaléncia soroldgica e de hemocultivos positivos. Essa espécie é muito pouco estudada no
Brasil, por ser dificilmente capturado em armadilhas. O método de captura eficiente para essa
espécie € a procura ativa durante a noite e captura com pucgd, o que requer muito tempo e esforco de
campo (Cheida et al. 2012). O encontro de hemocultivos positivos no mao-pelada indica que,
aparentemente, procionideos de um modo geral tem potencial para infectar vetores, visto que o
congénere Procyon lotor, bem como o quati no Pantanal, é considerado um dos principais
reservatorios de 7. cruzi em muitos estados Norte Americanos (Brown et al. 2010, Charles et al.

2012).
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Observamos 0 mesmo cendrio nas jaguatiricas e cachorros-do-mato no segundo periodo de
monitoramento no Pantanal. Ambos estavam expostos ao 7. cruzi, como refletido por elevada
soroprevaléncia, mas apresentaram baixo potencial infectivo para os vetores, visto que tiveram
hemoculturas negativas. O cachorro-do-mato, embora seja uma espécie onivora e que explora varios
tipos de habitat, tem uma capacidade muito menor de explorar micro-habitats adequados para
triatomineos do que o quati, que tem uma grande habilidade de explorar com as maos e focinho
(Desbiez & Borges 2010). Ainda, essa espécie € restrita ao ambiente terrestre. Na jaguatirica, a

infeccdo por 7. cruzi provavelmente é dependente da infecc@o nas populagdes de presas.

Na Serra da Canastra, os oito anos de acompanhamento atestaram que 7. cruzi é enzodtico
na populacdo de lobos-guard e que a transmiss@o € ativa e bem estabelecida na area. Na regido de
Araguari/Cumari, terceira drea de estudo, os dois pumas (Puma concolor) examinados estavam
infectados por 7. cruzi e, até onde sabemos, esse foi o primeiro relato de infec¢do por 7. cruzi nessa
espécie. Mesmo espécies da mesma familia e de porte similar podem ter diferentes niveis de
exposicao ao 7. cruzi numa mesma drea. Esse foi o caso da raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e
do cachorro-do-mato, uma vez que a primeira apresentou taxas de infeccdo duas vezes mais altas.
Cabe mencionar que esse também foi o primeiro estudo da infeccao por 7. cruzi numa populagao de
raposas-do-campo. Ainda, outro canideo examinado, o lobo-guard, ndo estava exposto ao 7. cruzi
em Araguari, como demonstrado por testes sorologicos negativos. Entre os canideos, a raposa-do-
campo parece ser a mais exposta ao contato com triatomineos devido a suas caracteristicas
ecoldgicas. A raposa-do-campo € o Unico canideo neotropical com dieta predominantemente
insetivora e a unica dentre os trés canideos examinados que usa tocas de tatu para abrigo e
reproducdo (Courtenay et al. 2006, Lemos et al. 2011), um reconhecido ecétopo para algumas

espécies de triatomineos (Gaunt & Miles 2000).

A infec¢do por via oral tem sido constantemente sugerida como um dos principais
mecanismos de dispersdo entre mamiferos e, recentemente, inclusive no homem (Roque et al. 2008,
Shikanai-Yasuda & Carvalho 2012). Essa via deve especialmente importante nos carnivoros, visto
que muitas espécies dessa ordem se alimentam de insetos e mamiferos (Gittleman & Harvey 1982),
tendo assim mais chances de se infectar por 7. cruzi através de diferentes fontes de infec¢do. A via
contaminativa também deve ocorrer em alguns casos, como destacamos nos ninhos de quatis e,
provavelmente, nas espécies de carnivoros que usam tocas regularmente, por exemplo, a raposa-do-
campo e o cachorro-vinagre (Speothos venaticus), ou em espécies essencialmente arboricolas, como
o jupara (Potos flavus) que se abriga em ocos de arvores (Kays & Gittleman 2001, Courtenay et al.

2006, Lima et al. 2012). Porém, essa via deve ser menos efetiva em boa parte das espécies dessa
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ordem, visto que muitas sdo ativas a noite € ndo usam tocas (Nowak 2005). Além disso, as fezes
contaminadas por metaciclicos ainda teriam que ultrapassar a densa camada de pelos dos carnivoros

antes de penetrar nos tecidos dos animais.

Para testar se a infec¢do por 7. cruzi estava associada a dieta, nds compilamos os dados dos
carnivoros que geramos nos trés artigos que compdem essa tese e associamos com dados de dieta de
cada espécie disponiveis na literatura levando em consideragdo cada drea de estudo, uma vez que a
dieta pode variar com a disponibilidade de itens local. O resultado dessa andlise evidenciou que a
infeccdo por 7. cruzi estava associada a dieta, de modo que quanto maior a propor¢do de
invertebrados na dieta, maiores as taxas de infec¢do por 7. cruzi. A infec¢do por ingestdo de
triatomineos infectados € altamente eficiente, como demonstrado experimentalmente em dois
carnivoros norte-americanos, o cangamba (Mephitis mephitis) e o guaxinim (Procyon lotor) (Davis
et al. 1980, Roellig et al. 2009a). A infeccdo por ingestdo de presas infectadas também ja foi

demonstrada experimentalmente (Thomas er al. 2007) e, possivelmente, pode ser a principal via de

infec¢c@o em carnivoros com dieta essencialmente carnivora.

Vimos que a composi¢do da dieta € um dos fatores determinantes nas taxas de infeccdo por
T. cruzi em carnivoros. Contudo, de fundamental importancia para se determinar o papel de uma
espécie nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi, € a avaliacdo do potencial de infectividade, que é
diretamente relacionado a presenca de tripomastigotas na corrente sanguinea de uma determinada
espécie e, assim, disponiveis para serem transmitidas aos vetores. De acordo com as
particularidades da interacdo parasito-hospedeiro, uma determinada espécie pode manter
parasitemias maiores € mais longas que outras; o que provavelmente reflete seu potencial de

infectar vetores e, portanto, de atuar como reservatorio (Roellig et al. 2010).

Longdon e colaboradores (2011) propdem que um dos fatores que pode afetar a adaptagcao
de um parasito a uma nova espécie de hospedeiro é a distancia filogenética entre as espécies em
questdo. Isso porque hospedeiros mais estreitamente relacionados filogeneticamente tendem a
constituir ‘“habitats” mais semelhantes ao parasito. Desta forma, seria esperado que espécies
filogeneticamente mais préximas tivessem perfis de infecdo por 7. cruzi semelhantes. Para testar
essa hipdtese, nds compilamos nossos resultados com dados da infec¢do por 7. cruzi em carnivoros
neotropicais disponiveis na literatura e avaliamos o potencial de infectividade aos vetores (expresso
pela prevaléncia de testes parasitolégicos positivos) em relacdo a filogenia das espécies. Nesse
conjunto de dados, nés avaliamos um total de 1093 individuos, pertencentes a 21 espécies. Destas,

15 espécies foram encontradas naturalmente infectadas por 7. cruzi. Os testes de associacdo
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filogenética demonstraram que globalmente nao houve associagdo entre o padrao de infecg¢do por T.
cruzi em carnivoros e a proximidade filogenética, apenas no primeiro vetor filogenético, que
contrasta a superfamilia Musteloidea com as familias Canidae e Felidae. As espécies da
superfamilia Musteloidea, que inclui os procionideos, mustelideos e mephitideos, apresentaram
consistentemente testes parasitoldgicos positivos em diferentes estudos, demonstrando um alto
potencial de infectar vetores. Uma caracteristica comum dos membros dessa superfamilia nos quais
encontramos maior potencial de infectividade é que todos sdo carnivoros de médio e pequeno porte,

conhecidos como mesocarnivoros, ¢ possuem dieta onivora.

O conjunto dos nossos trabalhos demonstrou que os carnivoros neotropicais estao
envolvidos nos ciclos de transmissdo de 7. cruzi, embora cada espécie tenha um potencial diferente
para manter e dispersar as populacdes e gendtipos deste parasito, de acordo com as caracteristicas
ecoldgicas das espécies, como dieta e uso de habitat, bem como a composicao da rede tréfica e as
particularidades regionais das diferentes dreas de estudo. Nossa hipétese inicial era que quanto mais
alta a posicao na rede trofica de uma espécie, maiores seriam as taxas de infec¢do por 7. cruzi.
Contudo, foram as espécies de médio porte, e ndo os carnivoros de topo de cadeia alimentar, que
demonstraram maior potencial de infeccdo aos vetores. Mesocarnivoros que se alimentam de
insetos e mamiferos, incluindo o quati, um hospedeiro que pode atuar como bioacumulador dos

diferentes gendétipos de 7. cruzi, ocupam o topo da cadeia de transmissao de 7. cruzi.

Com a fragmentagdo de habitats e demais processos de devastagdo ambiental, cada vez mais
frequentes no Brasil, as espécies de topo de cadeia alimentar sdo as mais afetadas, pois requerem
areas grandes e preservadas (Dobson et al. 2006). Mudangas na abundancia de predadores de topo
podem desencadear um fendmeno chamado “mesopredator release” que resulta no aumento (de até
quatro vezes mais) nas populacdes de mesocarnivoros e outros mesopredadores como os gambads
(Crooks & Soule 1999, Prugh et al. 2009, Ritchie & Johnson 2009). Um dos provéveis efeitos do
aumento nas populagdes de mesopredadores é a diminui¢cdo da fauna de pequenos mamiferos,
podendo ocorrer até extincdo local de algumas espécies (Miller er al. 2012). Se as espécies
favorecidas forem competentes reservatorios de 7. cruzi, como demonstramos no caso dos
mesocarnivoros, uma das consequéncias desse fendmeno serd o aumento na prevaléncia de 7. cruzi
na drea. Ainda, as espécies mais tolerantes a fragmentacdo frequentemente sdo mamiferos
generalistas que se adaptam mais facilmente a ambientes antropizados (Devictor et al. 2008). A
presenca de espécies generalistas e com alta competéncia como reservatdrio aumenta a

probabilidade de expansao dos ciclos de transmissao de 7. cruzi.
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Em linhas gerais, o papel de cada hospedeiro vai se modificar de acordo com os processos
ecologicos que modulam os ciclos enzodticos locais. Compreender que os ciclos de transmissao
resultam de uma complexa teia de interagdes entre parasitos, hospedeiros € o meio ambiente
significa uma mudanca de paradigma para o conceito de “One Health” (uma sadde) (Bogich et al.
2012, Zinsstag et al. 2012). Portanto, estudos integrados de ecologia, parasitologia e saide humana
e animal s3o a chave para a proposicio de medidas de controle efetivas, sustentdveis e que
reconhecam as particularidades regionais, sejam elas voltadas para satide publica, saide animal ou

conservagao das espécies silvestres.
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Conclusoes

¢ (O Pantanal apresenta um ciclo de transmissao de 7. cruzi estivel e robusto que inclui espécies de
hospedeiros que ocupam todos os habitats e estratos florestais, de morcegos a tatus. Nessa regido, o
ciclo de transmissdao de 7. cruzi é mantido por uma rede de transmissdo na qual mamiferos

especialistas e generalistas que estdo conectados através de uma robusta rede tréfica.

e O quati (Nasua nasua) € o principal reservatorio de 7. cruzi no Pantanal e demonstrou potencial
para atuar como bioacumulador e dispersor de todos os genétipos detectados na regido, Tcl, Tcll e
Tcll/TcIV.

e Na Serra da Canastra, caes domésticos demonstraram serem bons sentinelas para as dreas de

transmissao de 7. cruzi e dos distintos gendtipos circulantes na édrea, Tcl e Tcll.

® As sete espécies de carnivoros examinadas neste estudo estavam infectadas por 7. cruzi, mas
apenas duas espécies de procionideos, o quati € o mao-pelada (Procyon cancrivoros) no Pantanal
(MS), e um felino, a jaguatirica (Leopardus pardalis), da Serra da Canastra (MG) demonstraram um

alto potencial de infectividade aos vetores.

® A composi¢do da dieta € um fator determinante nas taxas de infec¢@o por 7. cruzi nos carnivoros:

quanto maior a proporcao de invertebrados na dieta, maiores as taxas de infec¢do por 7. cruzi.

® Quinze dentre as vinte e uma espécies de carnivoros silvestres foram encontradas naturalmente
infectadas por 7. cruzi na América do Sul, mas cada espécie apresenta um potencial diferente para
manter e dispersar as populacdes e gendtipos deste parasito, de acordo com suas caracteristicas
ecoldgicas e as particularidades regionais das diferentes dreas de estudo.

e O padrao de infeccdo por 7. cruzi em carnivoros niao tem associacdo com a proximidade

filogenética.

e Espécies da superfamilia Musteloidea, que inclui os procionideos, mustelideos e mephitideos,

s@0 os carnivoros com maior potencial de infectar vetores.

e Mesocarnivoros, que se alimentam de insetos € mamiferos, ocupam o topo da cadeia de
transmissao de 7. cruzi e, portanto, podem ter um impacto importante nas redes de transmissao

deste parasito.
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RESUMO

Diversos surtos epidémicos causados por agentes patogénicos provocaram severo declinio em populacdes
de carnivoros selvagens nas ultimas décadas. Além deste impacto as populacdes silvestres, hd a preocupagio
da transmissdo de alguns destes agentes a populagdo humana e de animais domésticos. De fato, as alteragdes
ambientais t€ém provocado mudancas na relagdo patogeno-hospedeiro. Desta forma, o monitoramento da saude
de animais silvestres é importante componente no estabelecimento de programas de controle e erradicagio
de doengas e na elaboragdo de politicas de satude publica e animal e de manejo e conservagdo de espécies
selvagens. Considerando o papel dos mamiferos da ordem Carnivora na cadeia tréfica, estes podem ser usados
como “sentinelas”, sendo alvos estratégicos em programas de vigilancia para detec¢do de patogenos. Neste
artigo serdo revisados estudos de caso dos principais patogenos que acometem carnivoros selvagens, com
énfase nas espécies da fauna brasileira. Os métodos laboratoriais utilizados nos estudos de exposi¢ao dos
carnivoros brasileiros a patogenos serdo discutidos e consideragdes sobre estratégias para minimizar seus
impactos sobre a fauna silvestre, bem como os possiveis métodos para controle de patogenos causadores de
Zoonoses em carnivoros.
Palavras-chave: Ordem Carnivora; medicina da conservago; zoonoses; epidemiologia; manejo de fauna.

ABSTRACT

OCCURRENCE OF PATHOGENS IN BRAZILIAN WILD CARNIVORES AND ITS
IMPLICATIONS FOR CONSERVATION AND PUBLIC HEALTH. Several outbreaks caused by
pathogens caused declines in wild carnivore populations in the last decades. In addition to the negative impact
to wild populations, there is a concern about the transmission of some of these agents to humans and domestic
animals. In fact, environmental alterations have resulted in changes in the pathogen-host relation. Therefore,
monitoring health of wild animals is considered an important component in programs for control or eradication
of diseases and in the public and animal health politics and for the management and conservation of wild
species. Considering the role of mammals of the order Carnivora in the trophic chain, they might be used
as “sentinels”, working as strategic targets in programs of surveillance of important pathogens for public
and animal health. We review in this paper case-studies of the main pathogens that occur in wild carnivores,
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emphasizing species of the Brazilian fauna. We also discuss laboratorial methods used in studies of exposure
of Brazilian wild carnivores to pathogens, as well as strategies to minimize the impacts in these populations
caused by that exposure, and methods for controlling the occurrence of zoonotic pathogens in wild carnivores.
Key-words: Order Carnivora; conservation medicine; zoonosis; epidemiology; fauna management.

RESUMEN

OCURRENCIA DE PATOGENOS EN CARNIVOROS SALVAJES BRASILENOS Y SUS
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION Y LA SALUD PUBLICA. Diversos brotes epidémicos
causados por agentes patdgenos han provocado una severa reduccion de las poblaciones de carnivoros salvajes
en las ultimas décadas. Ademas de este impacto sobre las poblaciones silvestres, existe la preocupacion de
que haya transmision de algunos de estos agentes a la poblacion humana y de animales domésticos. De hecho,
las alteraciones ambientales han provocado cambios en la relacion patogeno-hospedero. De esta forma, el
monitoreo de la salud de animales silvestres es un componente importante en el establecimiento de programas
de control y erradicacién de enfermedades y en la elaboracion de politicas de salud publica y animal y de
manejo y conservacion de especies salvajes. Considerando el papel de los mamiferos del orden Carnivora en
la cadena troéfica, éstos pueden ser usados como “centinelas”, siendo objetivos estratégicos en programas de
vigilancia para deteccién de patdgenos. Siendo asi, en este articulo seran revisados estudios de caso de los
principales patogenos que afectan a carnivoros salvajes, con énfasis en las especies de la fauna brasilefia. Los
métodos de laboratorio utilizados en los estudios de exposicion de los carnivoros brasilefios a patdgenos seran
discutidos asi como consideraciones sobre estrategias para minimizar sus impactos sobre la fauna silvestre y
los posibles métodos para el control de patdgenos causantes de zoonosis en carnivoros.
Palabras clave: Orden Carnivora; medicina de la conservacion; zoonosis; epidemiologia; manejo de fauna.

INTRODUCAO

Em compara¢do com a perda de habitats, caga
e polui¢do, a ocorréncia de doengas pode parecer
um problema menor para conservagdo de espécies
selvagens. Entretanto, a ocorréncia de patdgenos
pode afetar a abundancia e distribui¢do de animais
e nas ultimas décadas o impacto das doengas nas
populagdes de espécies selvagens de vida livre tem
chamado a atencdo de conservacionistas (p. ex.
McCallum & Dobson 1995, Murray et al. 1999,
Woodroffe 1999, Cleaveland ez al. 2007). Diversas
espécies de carnivoros ameacadas de extingdo
sofreram declinio de suas populagdes por epidemias
causadas por doengas infecciosas, como nos surtos
de cinomose em furdes-de-patas-negras (Mustela
nigripes Audubon & Bachman 1851) (Thorne &
Williams 1988), em ledes (Panthera Leo Linnaeus
1758) (Roelke-Parker et. al. 1996), em cachorros
selvagens africanos (Lycaon pictus Temminck 1820)
(Alexander et al. 1996) e de raiva em lobos da Etiopia
(Canis simensis Ruppell 1840) (Sillero-Zubiri et
al. 1996). Tais epidemias trouxeram a visdo de que
as doencas podem aumentar significativamente a

mortalidade de animais selvagens de vida livre e
levantaram a necessidade de integrar a epidemiologia
na conservacdo e manejo de carnivoros selvagens.

Além do impacto que as doengas podem causar
nas populacdes de animais selvagens, existe uma
crescente preocupagao com a transmissao de parasitas
entre humanos, animais selvagens e domésticos.
De fato, 61% de todos os patdgenos humanos sdo
classificados como zoonoses (Taylor ef al. 2001) e
cerca de 77% dos patdgenos de animais de produgdo
e 91% dos patéogenos de carnivoros domésticos
infectam multiplos hospedeiros (Haydon ez al. 2002).
Desta forma, se estas infec¢des podem espalhar-se
amplamente entre populagdes humanas depois de
introduzidas (Ex: Influenza, HIV, Ebola) e podem
“saltar” freqientemente de animais reservatorios (Ex:
raiva, brucelose, leptospirose), infec¢des zoonoticas
podem ter um sério impacto sécio-econdmico e de
saude coletiva. Os focos em animais silvestres de
patégenos que acometem seres humanos e animais
domésticos podem ameagar a eficacia de programas
nacionais e internacionais de controle e erradicacdo de
doengas, implementados mediante alto investimento
financeiro (Bengis et al. 2002).
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A maioria das recentes emergéncias de doengas
infecciosas foi causada por mudangas nas interagdes
ecoldgicas entre patégenos e hospedeiros (Dobson
& Carper 1996, Daszak et al. 2001). Tais mudancas
podem ser naturais ou de origem antropogénica,
incluindo expansdo das atividades humanas e
fronteiras agropecuarias, fragmentagdo de habitats,
poluicdo, entre outras (Patz er al. 2000). Essas
mudangas ecologicas permitem o aumento do contato
entre espécies de patogenos e novas populacdes de
hospedeiros e a selecdo natural pressiona para a
dominancia de patdégenos que se adaptem a essas
novas condi¢gdes ambientais (Daszak ef al. 2001).
Isso pode tornar cada vez mais comum a ocorréncia
de epidemias em animais selvagens causadas por
parasitas provenientes de animais domésticos (Funk
et al. 2001).

De um lado, populagdes de carnivoros selvagens
podem sofrer com severas epizootias e declinios
relacionados a doengas de animais domésticos. Do
outro, espécies como raposas e coiotes, que sdo bem
adaptadas a ambientes alterados, podem servir como
fontes de infec¢@o para humanos e animais domésticos
(Aguirre 2009). Adicionalmente, a transmissdo de
patogenos entre animais domésticos e selvagens &
ainda mais preocupante se estes estdo em ambientes
fragmentados, com baixa variabilidade genética e/
ou expostos a patdgenos emergentes (McCallum &
Dobson 2002, Patz et al. 2004, Travis et al. 2006),
situagdo comum para grande parte dos animais
selvagens brasileiros. Esta interface entre a saude
de seres humanos, animais selvagens ¢ domésticos,
abordada nesta revisdo, esta inserida no conceito de
Medicina da Conservagdo (Tabor 2002).

Outro aspecto relevante é que carnivoros podem
agir como “bioacumuladores” de exposi¢do a
patogenos, visto que, por ocuparem o topo da rede
trofica, o consumo de hospedeiros infectados resulta
em altas taxas de infecgdo. Desta forma, algumas
espécies de carnivoros podem ser utilizadas como
sentinelas, sendo alvos estratégicos em programas
de vigilancia para a deteccdo de patdogenos
(Cleaveland et al. 2006a, Aguirre 2009). Uma das
maiores contribuicdes de um programa eficiente de
monitoramento de doengas em animais selvagens
de vida livre é a detec¢do em estagios iniciais da
ocorréncia de doengas novas ou emergentes, algumas
das quais podem ter sérias implicagdes zoondticas e
econdmicas (Morner et al. 2002).
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Muitos  outros fatores  ecologicos e
epidemiolégicos podem influenciar a distribui¢ao de
infecgdes em uma populagio suscetivel, mas o desafio
para conservacionistas e agentes de saude coletiva é
identificar as condi¢des que levam uma infeccdo a se
espalhar antes que as epidemias aconte¢cam. Assim,
o estudo de doengas em populagdes selvagens &
fundamental para implementagdo de programas
eficazes de controle e erradicacdo de doengas e na
elaborago de politicas de satde publica e animal e
de manejo e conservagdo de espécies selvagens
Nesse artigo, estudos de caso dos principais
patogenos que acometem carnivoros selvagens foram
revisados, com énfase nas espécies da fauna brasileira.
Os métodos diagnosticos utilizados nos estudos de
ocorréncia de patogenos nos carnivoros brasileiros
foram discutidos e foram feitas consideracdes sobre
estratégias para minimizar os impactos da exposi¢ao
da fauna selvagem a estes agentes, bem como os
possiveis métodos para controle da circulagdo em
carnivoros de patdgenos causadores de zoonoses.

ViRUS DA CINOMOSE

O virus da cinomose ¢é causador de doenca multi-
sistémica, altamente contagiosa, com evolucdo aguda
ou subaguda, produzindo quadro febril, podendo
atingir os sistemas respiratdrio, gastro-intestinal
e nervoso central (Appel & Summers 1995). A
cinomose ¢ conhecida na Europa ha pelo menos 200
anos (Williams 2001). Sua ocorréncia foi descrita em
carnivoros selvagens de vida livre aproximadamente
na metade do século XX (Helmbolt & Jungherr 1955).
Ela ocorre em todas as familias de carnivoros e esta
distribuida por todo o mundo.

A transmissdo do virus da cinomose ocorre
principalmente através de aerossdis ou contato com
secrecdes orais, respiratorias ou oculares contendo
o agente. Animais com infec¢@o subclinica podem
eliminar o virus (Appel 1987) e o periodo de
eliminagdo pode atingir at¢ 90 dias apos a infec¢do
(Greene & Appel 1998). E necessario contato proximo
entre os animais afetados e suscetiveis para que a
transmissao ocorra, uma vez que o virus é rapidamente
inativado no ambiente pelos raios ultravioletas,
calor e ressecamento. Portanto, popula¢des densas
de animais suscetiveis s3o necessarias para que
uma epizootia ocorra em uma determinada regido.
Da mesma forma, o comportamento das espécies
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envolvidas também ¢ fundamental na transmissao do
virus. Espécies gregarias e sociais tendem, portanto, a
favorecer a transmissao, 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 populagdes de
hospedeiros suscetiveis simpatricos e a existéncia de
aspectos comportamentais que favoregam o contato
intra e interespecificos e, portanto, a transmissdo do
agente (Williams 2001).

Os sinais clinicos decorrentes da cinomose
idade,
imunoldgico, variante do virus envolvida e condigdes
ambientais (Williams 2001). Nos carnivoros selvagens,
na maioria das vezes, os sintomas sdo variagdes
daqueles apresentados pelos cdes domésticos. Os
sinais clinicos mais caracteristicos nos cies sdo
depressdo, secre¢do mucopurulenta nasal e ocular,
dermatites e hiperqueratose dos coxins, tosse e outras
manifesta¢des respiratdrias, disturbios gastroentéricos
e neurologicos (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 infec¢do 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 ¢é extremamente baixo,
como ¢ o caso de furdes-de-patas-negras (M. nigripes)
(Williams et al. 1988) e raposas cinzentas (Urocyon
cinereoargenteus Schreber 1775) (Davidson et al.
1992). Entre os cdes domésticos, estima-se que 25 a
75% dos individuos infectados desenvolvem infecg¢éo
subclinica e eliminam o virus sem desenvolver a
doencga (Greene & Appel 1998).

Em é4reas enzoodticas, com grandes populacdes
de cées domésticos, a doenga clinica ¢ observada
principalmente em filhotes de trés a seis meses,

dependem da espécie acometida, estado

coincidindo com o periodo de queda dos anticorpos
maternos. Em popula¢des isoladas, o virus da
cinomose, quando ¢ introduzido, costuma ocorrer de
forma epidémica, acometendo caes de todas as idades
(Leighton et al. 1988).

Diversos surtos de cinomose foram relatados
em carnivoros de vida livre na Africa e América do

Norte, alguns deles causando declinios populacionais
significativos
mortalidade. Nos Estados Unidos, um surto de
cinomose atingiu aquela que era considerada, a
época, a ultima colonia de furdes-de-patas-negras
(M. nigripes) na natureza, causando a morte de
varios individuos (Williams er al. 1988). Naquela
ocasido, a espécie passou a ser considerada extinta na
natureza. Davidson ef al. (1992) determinaram que
o virus foi responsavel por 78% da mortalidade das
raposas cinzentas (U. cinereoargenteus) do sudeste
norte-americano. Outra espécie sob risco de extingdo
bastante ameagada por este patogeno ¢ o cachorro-
selvagem-africano (L. 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 (P. leo) testados
foram considerados positivos a sorologia (Kock et
al. 1998). No Serengeti, a cinomose causou a morte
de cerca de 1/3 da populagio de ledes (Roelke-
Parker ef al. 1996). Em alguns destes casos, cdes
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 conservacio
destes animais.

Para os mamiferos carnivoros da América do Sul,
as publicagdes relacionadas a ocorréncia da cinomose,
ou mesmo exposi¢do ao agente, ainda sdo escassas.
Até o final do século XX, os estudos publicados
com espécies se restringiam a
relatos de casos ou levantamentos da ocorréncia da
doenca em animais mantidos em cativeiro. Segundo
Maia & Gouveia (2002), entre 1989 e 1998, 9% da
mortalidade de lobos-guaras em cativeiro no Brasil foi
atribuida as doengas infecciosas. Dentro deste grupo,

em decorréncia de aumento da

sul-americanas

a cinomose foi relacionada a 19,4% dos obitos. Em
um zooldgico norte-americano, um surto de cinomose
causou a morte de diversos felinos selvagens, dentre
os quais uma onga-pintada (Panthera onca Linnaeus
1758) (Appel et al. 1994). Nos ultimos 10 anos,
no entanto, alguns estudos foram publicados com
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levantamentos sorologicos em carnivoros da fauna
brasileira de vida livre. Courtenay et al. (2001)
testaram c@es domésticos de uma comunidade rural
no Marajé (Pard) e cachorros-do-mato (Cerdocyon
thous Linnaeus 1766) que frequentavam as casas dos
vilarejos da regiio em busca de comida. Os cachorros-
do-mato (C. thous) foram todos negativos enquanto
os cdes apresentaram positividade em dois dos 23
amostrados (9%). No Parque Nacional Noel Kempf
Mercado, na Bolivia, dois lobos-guaras (Chrysocyon
brachyurus 1lliger 1815) foram positivos a sorologia
dentre quatro capturados (Deem & Emmons 2005).
Outro estudo na Bolivia detectou quatro graxains-
do-campo (Lycalopex gymnocercus G. Fischer 1814)
positivos sorologicamente para a exposi¢@o ao virus
da cinomose dentre nove individuos capturados,
enquanto os cinco cachorros-do-mato (C. thous)
amostrados na regido foram negativos (Fiorello
et al. 2007). Em Minas Gerais, Curi (2005) testou
sorologicamente trés lobos-guaras (C. brachyurus),
nove cachorros-do-mato e duas raposas-do-campo
(Lycalopex vetulus Lund 1842) capturados na
regido da Serra do Cipd. Todos foram considerados
negativos. Cdes domésticos amostrados na regido
tiveram 65,7% de positividade (46/70). No norte
do Pantanal, Jorge (2008) testou 75 carnivoros para
exposi¢do ao virus. Vinte e um foram positivos, dentre
os quais 12 de 43 cachorros-do-mato (C. thous), trés
de oito lobos-guaras (C. brachyurus), dois de 13
maos-peladas (Procyon cancrivorus Cuvier, 1798),
um de sete pumas (Puma concolor Linnaeus, 1771)
e trés de quatro jaguatiricas (Leopardus pardalis
Linnaeus 1758). Dentre os 69 caes domésticos
amostrados na regido, 56 foram positivos. Nava et
al. (2009) diagnosticaram seis ongas-pintadas (P.
onca) dentre 10 amostradas e um de sete pumas
(P. concolor) positivas para a exposicdo no Parque
Estadual de Ivinhema (Mato Grosso do Sul). Dentre
os cdes domésticos amostrados na regido, todos foram
considerados positivos (n=11). Neste mesmo estudo,
foram amostradas nove ong¢as-pintadas (P. onca), dois
pumas (P. concolor) e duas jaguatiricas (L. pardalis)
no Parque Estadual do Morro do Diabo, oeste do
estado de Sao Paulo, a cerca de 150 quildmetros do
Parque Estadual de Ivinhema. Todos os animais foram
negativos. Nesta regido, 35 de 101 cdes amostrados
foram positivos.
Os resultados

positivos ao sorodiagndstico

obtidos em carnivoros de vida livre na América do
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Sul indicam que, em algumas regides, estes animais
foram expostos ao virus da cinomose ou a um agente
antigenicamente semelhante.

A cinomose ¢ uma doenca comum em cées
domésticos no Brasil. E possivel que em algumas das
regides sul-americanas estudadas o virus da cinomose
tenha
domésticos para os carnivoros selvagens, a exemplo
do que foi sugerido em estudos realizados na Africa
(Alexander & Appel 1994, Roelke-Parker et al. 1996,
Cleaveland et al. 2000). A grande propor¢do de
animais positivos encontrada entre os caes domésticos
na maioria dos levantamentos realizados em nosso

sido transmitido inicialmente dos cédes

continente reforca esta hipdtese. O provavel contato
entre cdes domésticos e carnivoros selvagens que
utilizam éareas proximas as casas de moradores que
residem em zona rural e periurbana ¢ compativel com
os resultados de Courtenay et al. (2001). Neste estudo,
22 cachorros-do-mato dentre os 24 aparelhados com
radios-colares visitaram vilas localizadas na regido
amazonica, no estado do Para, demonstrando o alto
potencial de contato entre os carnivoros domésticos
e selvagens.

As caracteristicas ecologicas dos carnivoros
selvagens sul-americanos de médio e grande porte
abrangidos nos estudos de exposi¢cdo ao virus da
cinomose sdo, de forma geral, pouco favoraveis
a transmissdo do agente. Os carnivoros da nossa
fauna s3o 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 (Williams 2001).
No entanto, se considerarmos a comunidade de
carnivoros como um todo e ndo as densidades das
espécies de forma isolada, podemos vislumbrar a
possibilidade de uma cadeia de transmissdo capaz de
manter a circulacdo do virus no ambiente silvestre.
Vale ressaltar que algumas espécies constituem-se
como excegdes ao padrdo dos carnivoros brasileiros,
como ¢ o caso dos cachorros-do-mato (C. thous), que
geralmente sdo observados em pares reprodutivos,
ou mesmo em pequenos grupos familiares, formados
pelo casal e filhotes ou juvenis, e ocorrem em
densidades mais altas. Desta forma, a espécie poderia
se comportar como um reservatorio regional do virus
da cinomose, com episddios eventuais de transmissao
para individuos de outras espécies, a exemplo do
que foi sugerido para a espécie em relacdo a raiva na
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regido Nordeste (Carnieli et al. 2008). Outras duas
excecdes sdo cachorros vinagres (Speothos venaticus
Lund 1842) e quatis (Nasua nasua Linnaeus 1766),
que sdo espécies gregarias.

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 doenca Aleutiana dos visdes e o Parvovirus
dos guaxinins (Cleaveland et al. 2006b). 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).

O parvovirus felino é reconhecido por causar
a panleucopenia felina desde a primeira metade do
século XX. Estudos realizados nas décadas de 1930
e 1940 revelam que diversas sindromes descritas em
gatos domésticos naquela época com denominacgdes
variadas eram na realidade causadas por este agente
(Parrish 1990). Naquele periodo, o FPV também foi
implicado na mortalidade de felideos selvagens em
cativeiro (Hyslop 1955).

Em 1978 duas novas sindromes comecaram 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 et al. (1980)
identificaram um parvovirus como agente causador
de ambas as sindromes. Este passou a ser conhecido
como parvovirus canino tipo 2, como forma de
diferencia-lo do Virus minuto canino (Pollock &
Carmichael 1990). No entanto, este nome passou a ser
preterido e o virus passou a ser chamado de parvovirus
canino (Barker & Parrish 2001). O virus também
atingiu os canideos selvagens em um curto espaco de
tempo. Ja em 1979 foram detectados anticorpos em
coiotes (Canis latrans Say 1823) nos Estados Unidos

e até 1981 a maioria dos animais desta espécie em
Texas, Idaho e Utah eram soropositivos (Thomas et
al. 1984).

O CPV provavelmente derivou do FPV ou de um
virus intimamente relacionado (Truyen ez al. 1996).
Apesar das seqiiéncias de DNA dos isolados de CPV
e 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 hemaglutinagdo (Carmichael et al
1980, Senda et al. 1988). O encontro de seqiiéncias
de DNA intermedidrias entre as dos dois virus a
partir de tecidos de raposas vermelhas (Vulpes
vulpes Linnaeus 1758) na Europa sugere que animais
selvagens podem ter tido grande importancia no
processo de transmissdo do FPV aos caes domésticos
(Truyen et al. 1998).

Os parvovirus sdo bastante resistentes no ambiente.
Quando protegidos da incidéncia direta dos raios
solares, de altas temperaturas e ressecamento, podem
permanecer vidveis por meses (Gordon & Angrick
1986). Quando comparados com outros agentes
virais, como os virus da raiva ¢ da cinomose, t€ém um
periodo de infectividade relativamente longo ¢ uma
vez introduzidos em uma regido, tendem a persistir.
Devido a estas caracteristicas, os parvovirus tendem a
ocorrer de forma endémica nas regides de ocorréncia
(Cleaveland et al. 2006Db).

A idade dos animais acometidos tem grande
importdncia na patogenia, pois 0s parvovirus
necessitam de células em divisdo para sua replicagéo.
Animais jovens tém grandes quantidades de células
em divisdo e tecidos como o miocardio e o cérebro
sdo freqlientemente 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).

O possivel incremento na mortalidade de filhotes ¢
citado em diversos estudos como o principal problema
que pode ser causado pelos parvovirus em populagdes
de carnivoros selvagens. Em uma populagio de lobos
(Canis lupus Linnaeus 1758) 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 propor¢do de
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filhotes capturados era menor e, no ano subseqiiente,
observava-se uma diminui¢do na taxa de aumento
da populacdo (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 virus da cinomose, enquanto nas
matilhas que conseguiram criar seus filhotes, os
titulos de anticorpos para estes agentes eram baixos
(Johnson et al. 1994). Para o cachorro-selvagem-
africano (L. pictus), 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.

Em relacdo aos carnivoros selvagens da fauna
brasileira, existem registros em zooldgicos de
doenca atribuida ao CPV em lobos-guaras (C.
brachyurus) (Fletcher et al. 1979, Mann et al. 1980,
Maia & Gouveia 2002), em cachorros-do-mato (C.
thous) (Mann et al. 1980) e em cachorros-vinagres
(S. venaticus) (Janssen et al. 1982). Nos Gltimos anos,
alguns estudos foram publicados com levantamentos
soroldgicos em animais de vida livre no Brasil e
na Bolivia. Courtenay et al. (2001) testaram para a
exposi¢do ao parvovirus cdes domésticos de uma
comunidade rural no Para e cachorros-do-mato
(C. thous) que freqientavam as casas dos vilarejos
da regido em busca de comida. Os cachorros-do-
mato (C. thous) foram todos negativos enquanto
os cles apresentaram positividade em trés dos
23 amostrados (13%). No Parque Nacional Noel
Kempf Mercado, na Bolivia, quatro lobos-guarés
(C.  brachyurus) capturados e
testados foram positivos, resultando em 100% de
positividade na amostra (Deem & Emmons 2005).
quatro cachorros-do-mato
(C. thous) dentre cinco capturados e cinco entre
nove graxains-do-campo (L. gymnocercus), foram
considerados positivos ao sorodiagnostico (Fiorello
et al. 2007). Em Minas Gerais, Curi (2005) testou
sorologicamente trés lobos-guarads (C. brachyurus),
nove cachorros-do-mato (C. thous) e duas raposas-
do-campo (L. vetulus), capturados na regido da Serra
do Cip6. Todos foram considerados positivos. Caes
domésticos amostrados na regido tiveram 58,6% de
positividade (41/70). Filoni et al. (2006) realizaram
um levantamento da exposi¢@o de felideos selvagens

sorologicamente

Também na Bolivia,
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de vida livre ao FPV. Foram analisadas amostras de
soro de 21 animais de diversas regides do Brasil,
entre eles 18 pumas (P. concolor), dois gatos-do-
mato-pequenos (Leopardus tigrinus Schreber 1775)
e uma jaguatirica (L. pardalis). Dez deles foram
positivos a sorologia, sendo oito ongas-pardas, um
gato-do-mato-pequeno e uma jaguatirica. No norte
do Pantanal, Jorge (2008) testou 76 carnivoros para
exposicdo ao CPV. Setenta foram positivos, dentre
os quais 42 de 43 cachorros-do-mato (C. thous),
sete de oito lobos-guaras (C. brachyurus), 10 de 13
maos-peladas (P. cancrivorous) sete de sete pumas
(P. concolor), trés de quatro jaguatiricas (L. pardalis)
e um de um cachorro-vinagre (S. venaticus). Caes
domésticos da regido também foram testados. Dentre
os 102 animais amostrados, 98 foram positivos.

A excegdo do estudo realizado no Marajé
(Courtenay et al. 2001), todos os outros levantamentos
realizados em carnivoros brasileiros de vida livre
diagnosticaram individuos positivos para a exposi¢ao
aos parvovirus, em alguns casos em propor¢des
bastante elevadas. Estes resultados ndo chegam a ser
surpreendentes considerando os resultados positivos
em cdes domésticos em todas as regides amostradas,
assim como a caracteristica deste grupo de virus de
ter consideravel resisténcia no ambiente (Gordon
& Angrick 1986), favorecendo sua persisténcia
nos locais onde ¢ introduzido (Cleaveland et al.
2006b). No entanto, eles indicam a necessidade de
aprofundamento nos estudos para buscar elucidar
se a transmissdo deste patogeno estd aumentando a
mortalidade das popula¢des de carnivoros nas regides
amostradas.

VIRUS DA RAIVA

A raiva ¢ uma das mais antigas enfermidades
infectocontagiosas descritas. Mesopotamia e Egito
conheciam sua presenga na antiguidade e a
relacionavam com amordida de caes “loucos” (Megid
2007). Em 500 a.C. Democritus descreveu a doenga
em animais domésticos (Sikes 1972).
raiva afeta o Sistema Nervoso Central (SNC) de todas
as espécies de mamiferos, porém sdo considerados
como reservatorio apenas as espécies de importancia
regional para a manuten¢do do agente (Rupprecht et
al. 2001). O agente ocasiona um quadro de encefalite
aguda e acarreta niveis de mortalidade elevados

O virus da
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(Rupprecht et al. 2001, Megid 2007). Representa um
sério problema de satde ptblica na América Latina,
Africa e Asia.

O virus daraiva pertence a familia Rhabdoviridade,
ao género Lyssavirus, que apresenta sete genotipos
diferentes e dois novos Lyssavirus ainda ndo
classificados. E transmitido pela saliva de mamiferos
terrestres e quirdpteros infectados nos episddios de
mordedura (Megid 2007).

O virus rabico genoétipo tipo 1 ¢ um RNA-virus
negativo, que penetra nos midcitos onde pode replicar-
se e permanecer por tempo varidvel (Storts 1990), o
que determina os diferentes periodos de incubagio.
Desloca-se por fusos musculares e tendineos até
os neurdnios periféricos, passa por ganglios das
raizes dorsais e medula, até atingir o cérebro. Este
deslocamento ¢ chamado de disseminagdo centripeta
(Storts 1990). A replicagdo viral se inicia nas vesiculas
citoplasmaticas, ocorre nos ribossomos livres e
se completa no reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi (Megid 2007). Esta replicacdo
origina corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos,
os corpusculos de Negri, achado microscopico
caracteristico da raiva (Storts 1990). Apds sua
replicacdo no SNC, o virus rabico se espalha para
diferentes tecidos através de nervos periféricos e
atinge as glandulas salivares onde fica disponivel
para transmissdo e a eliminacio, que ocorre durante
um curto periodo, concomitante ao aparecimento de
sinais clinicos, ou pode se iniciar alguns dias antes
do 6bito do hospedeiro, que ocorre geralmente em
poucos dias (Storts 1990, Rupprecht er al. 2001,
Carter & Wise 2005, Whelan 2009).

A doenca apresenta distribuig¢do
excetuando-se regides geograficamente
(p-ex. ilhas do Reino Unido, Nova Zelandia e Japdo)
que ndo apresentam o gendtipo tipo 1 segundo a
Organizacdo Mundial da Satde. O virus possui um
ciclo urbano, mais facil de controlar, e outro silvestre,
que contribui para circulagdo e reintrodugdo do virus
(Childs 2002). A compreensdo da raiva nos animais
silvestres depende do entendimento da relacdo agente-
hospedeiro-ambiente (Wandeler 1993), incluindo
a interacdo virus-hospedeiro (susceptibilidade,
infeccdo), a histéria natural dos hospedeiros
(Rupprecht et al. 2001), as modificacdes ambientais
provocadas pelo homem, ou mesmo a introdugdo do
agente em 4reas originalmente livres por transporte
de individuos portadores.

mundial,
isoladas

A introdugdo da raiva pode trazer graves
conseqiiéncias a populagdes de carnivoros selvagens,
principalmente aquelas pequenas e isoladas (Gascoyne
et al.1993) como ocorreu com a populagdo de lobos-
da-etiopia (C. simensis) durante um surto da doenga
(Laurenson et al. 1997, Sillero-Zubiri et al. 1996).
O agente continuou representando uma ameaga
importante para a espécie nos anos subseqiientes
(Randall et al. 2006). Os lobos cinzentos (C. lupus)
(Weiler 1995) e os cachorros-selvagens-africanos
(Kat et al. 1996, Hofmeyer et al. 2000) também
tiveram declinio populacional decorrente da doenga.

Na Europa e América do Norte, o bem sucedido
controle da doen¢a nos animais domésticos transferiu
para as populagdes silvestres o papel de principais
transmissores da doen¢a nas ultimas décadas,
principalmente o guaxinim norte-americano (Procyon
lotor Linnaeus 1758), o cangamba (Mephitis mephitis
Schreber 1776) (Megid 2007), a raposa-vermelha (V.
vulpes) (Smith & Baer 1988, Wandeler ef al. 1988)
e a raposa-cinzenta (U. cinereoargenteus) (Toma &
Andral 1977). Nas regides articas e subarticas do
Canada e do Alaska, a raiva ¢ endémica na raposa-
do-artico (Vulpes lagopus Linnaeus 1758), havendo
relatos de transmissdo para populacdes de lobos
cinzentos (C. lupus) (Laurenson et al. 1997). Na
América Latina, com o controle da doenga nos
cées, ¢ provavel que a raiva silvestre, mantida em
uma variedade de hospedeiros mamiferos, também
aumente de importancia (Bernardi e al. 2005).

No Brasil, o ciclo urbano tem o cdo como seu
principal reservatorio, e o ciclo silvestre os morcegos
hematofagos. No entanto, estudos nos ultimos dez
anos tém detectado casos de raiva em morcegos
ndo hematdfagos, silvestres e sagiiis
(Brasil 2006). Na regido Nordeste a raiva apresenta
transmissdo entre canideos silvestres e seres
humanos, assim como entre animais domésticos-
silvetres-domésticos (Carnieli et al. 2006, 2008),
com o cachorro-do-mato (C. thous) como principal
reservatdrio dentre as espécies de canideos silvestres
da regido (Carnieli et al. 2008). Neste estudo, foi
identificado um ciclo independente da raiva nestes
animais na regido. Aparentemente, o agente foi
transmitido originalmente por cdes domésticos aos
silvestres, mas os resultados demonstram diferengas
genéticas entre os isolados do virus provenientes de
cada um dos grupos em questdo. Um fato preocupante
¢ que esses animais sdo comumente criados como

canideos

Oecol. Aust., 14(3): 686-710, 2010

ANEXO

113


Fabiana
Line


694 JORGE, R.SP. etal.

animais de estimacdo na regido (Gomes 2004,
Bernardi ef al. 2005).

No Mato Grosso, Jorge (2008) encontrou
anticorpos neutralizantes no soro de um puma (P,
concolor), um cachorro-do-mato (C. thous), um méao-
pelada (P. cancrivorous), e um cachorro-vinagre (S.
venaticus). Em levantamento realizado nos biomas
Cerrado e Pantanal em cinco localidades, 26 de 211
carnivoros selvagens amostrados foram considerados
positivos ao sorodiagnoéstico, sendo 13 de 91 lobos
guaras capturados (C. brachyurus), quatro de 69
cachorros-do-mato (C. thous), um de um cachorro-
vinagre (S. venaticus), trés de 13 ongas pintadas (P,
onca), duas de 10 jaguatiricas (L. pardalis), 1 de 8
pumas (P. concolor), um de cinco gatos palheiros
(Leopardus colocolo Molina 1782) e um de 13 maos-
peladas (P. cancrivorous) (Jorge et al. mno prelo).
Nas demais regides do pais, informagdes sobre a
exposi¢do dos canideos silvestres sdo insuficientes ou
inexistentes.

Os dados de literatura sobre a exposi¢do de
carnivoros selvagens de vida livre ao virus da raiva
em diversas partes do planeta aqui mencionados
demonstram que estes animais podem representar
reservatorios importantes do agente regionalmente,
como também podem ter sua sobrevivéncia
ameacada por ele. E possivel constatar também que,
no Brasil, apesar de os esfor¢os do Ministério da
Saude no controle da raiva ainda estarem voltados
principalmente a vacina¢do dos cdes domésticos, a
preocupacdo com a circulagdo do virus rabico em
animais silvestres tem aumentado significativamente.
O diagnostico de um ciclo do virus da raiva em
canideos silvestres na regido Nordeste do pais deve ser
tratado com bastante atengdo. Estudos suplementares
sobre a circulagdo do virus em animais silvestres no
Brasil devem ser incentivados e medidas voltadas ao
controle da ocorréncia do agente na fauna silvestre
devem comegar a ser planejadas e testadas, com base
nas agoes adotadas com sucesso na Europa e América
do Norte, como, por exemplo, a vacinagao oral.

LEPTOSPIRA SPP.
Grupo de espiroquetas patogénicas causadoras da
leptospirose com mais de 170 sorovares organizados

em 19 sorogrupos (Roth 1972, Nielsen ef al. 1989).
A leptospirose ¢ uma zoonose cosmopolita (Corréa e
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Passos 2001) que acomete a maioria dos mamiferos
(Thiermann 1984). Estes podem se tornar portadores,
contribuindo assim para disseminacdo do agente.
Ocorre no meio urbano, rural e silvestre, de forma
epidémica ou endémica, dependendo das interagdes
de fatores ambientais e dos diferentes grupos
animais hospedeiros (Vasconcellos 1987). Os sinais
clinicos mais observados sdo espasmos musculares,
incoordenagio, febre,
perda de peso, vomitos, podendo levar a morte (Horsh
1999, Levett 2001).

Mamiferos

ictericia, hemoglobinuria,

com alta susceptibilidade para
infec¢do, sem sintomatologia clinica ou com forma
branda podem ser
(Leighton & Kiuken 2001). A Leptospira spp. se aloja
nos rins (Correa & Passos 2001) e é eliminada pela
urina dos portadores por poucas semanas ou varios
meses entre os animais domésticos, e por toda vida no
caso dos roedores (Webster et al. 1995). Os animais
se contaminam através da pele integra (imersa por
longo periodo na dgua) e mucosas, assim como pela
ingestao por agua e alimentos contaminados (Levett
2001, Corréa 2007).

Levantamentos

considerados reservatorios

sorolégicos em  carnivoros
selvagens de cativeiro no Brasil demonstram niveis
significativos de exposi¢do em canideos e felideos
(Guerra-Neto ef al. 2004, Corréa et al. 2004).

Ao testar através de diagndstico soroldgico
diversas espécies de mamiferos capturados no estado
do Tocantins, Souza Junior et al. (2002) detectaram
quatro dentre 31 quatis (N. nasua) e dois dentre 10
cachorros-do-mato (C.thous) positivos, mas sem sinais
clinicos no momento da captura. Jorge (2008) testou
75 carnivoros selvagens capturados em uma reserva
no Pantanal do Mato Grosso e 32 foram considerados
positivos para exposi¢do (17 de 43 cachorros-do-
mato C. thous testados, trés de oito lobos-guara C.
brachyurus, um de um cachorro-vinagre S. venaticus,
seis de 12 maos-peladas P. Cancrivorous, dois de
sete pumas P. concolor e trés de quatro jaguatiricas
(L. pardalis). Os
foram a espécie mais intensamente amostrada e,
portanto, aquela cuja frequéncia encontrada deve ser
a mais proxima da prevaléncia real. A propor¢do de
individuos da espécie sorologicamente positivos foi
bastante consideravel (40%). O resultado encontrado

cachorros-do-mato  (C.thous)

em maos-peladas (P. cancrivorous) é importante por
se tratar de espécie filogeneticamente proxima ao
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guaxinim norte-americano (P. Jotor), considerado
reservatério nos EUA (Mitchell 1999). A detecgio
de individuos positivos em todas as espécies de
carnivoros selvagens amostradas no norte do Pantanal
(Jorge 2008) indica que a cadeia epidemioldgica da
leptospirose ¢ bastante complexa na regido.

O maior impacto nas populagdes de mamiferos
selvagens tem sido os registros de abortamento e
perdas reprodutivas (Roth 1972). No entanto, o real
papel dos carnivoros no ciclo da leptospirose e o
impacto desta nas populagdes de vida livre, ainda sdo
desconhecidos.

LEISHMANIA SPP.

As leishmanioses, complexo de doencas causadas
por parasitas do género Leishmania, sdo consideradas
reemergentes em algumas regides e emergentes em
outras e constituem um grave problema de saude
coletiva. Atualmente, sdo endémicas em 88 paises e
mais de 350 milhdes de pessoas estdo em risco, com
incidéncia estimada em dois milhdes de novos casos
por ano (Desjeux 2004).

Na América Latina, as espécies de Leishmania
causam duas doencas com diferentes formas clinicas
nos seres humanos: a leishmaniose visceral americana
(LVA), que ¢ fatal se ndo tratada, e a leishmaniose
tegumentar americana (LTA), que inclui as formas
cutdnea, cutdneo-mucosa ou cutaneo-difusa, que
podem causar severas lesdes mutilantes. A transmissao
ocorre pela picada de insetos de fémeas de diferentes
espécies de flebotomineos (Diptera: Phlebotominae),
conhecidos popularmente, como mosquito palha e
birigui, entre outros (Brasil 2007).

No Brasil, a LVA predomina na regido nordeste,
mas vem se expandindo para o restante do pais,
com média anual de 3.156 casos nos ultimos dez
anos (Brasil 2003). Sua transmissdo vem sendo
descrita em varios municipios, de todas as regides
do pais, inclusive na regido Sul, considerada livre
da doenga até 2008 (Souza et al. 2009). A LTA ¢
uma zoonose amplamente distribuida no territério
brasileiro, ocorrendo em todas as regides do pais.
Segundo o Ministério da Saude, 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 ¢ 36.000 (Brasil
2007).

Os reservatorios primarios de Leishmania
spp. sdo mamiferos selvagens de diversas ordens,
especialmente roedores e canideos selvagens
(Ashford 2000, Dantas-Torres 2007, Beck ez al. 2008).
Contudo, com o crescente aumento do processo de
domiciliagdo do ciclo zoondtico de transmissdo
das leishmanioses, cdes domésticos tém assumido
importante papel como reservatorios da infecgdo,
sendo fundamentais na transmissdo para humanos
(Moreno & Alvar 2002, Dantas-Torres 2007).

No Velho Mundo,
reportaram a presenca de Leishmania spp. em
diversas espécies de carnivoros selvagens, como em
raposas vermelhas (V. vulpes) em Portugal (Semido-
Santos et al. 1996), Italia (Mancianti et al. 1994),
Espanha (Fisa et al. 1999; Portus et al. 2002) e Israel
Central (Baneth er al. 1998) e em chacais (Canis
aureus Linnaeus 1758) no Iran, Iraque, Israel Central
e Cazaquistdo (Baneth ef al. 1998, Mohebali et al.
2005).

Estudos utilizando diagndstico por reagdo de

inquéritos  sorologicos

polimerase em cadeia (PCR) reportaram prevaléncias
de 4% nas raposas (V. vulpes) da Espanha Central
(Criado-Fornalio et al. 2000) e 40% no sul da Italia
(Dipineto et al. 2007). No Iran, um lobo (C. lupus) foi
positivo (Mohebali e al. 2005). Mais recentemente,
Sobrino et al. (2008) detectaram o DNA do parasitaem
amostras de sangue ou bago em 16,2% dos carnivoros
selvagens da Espanha analisados, incluindo oito dos
39 (20,5%) lobos-cinzentos (C. lupus) testados, 23
das 162 (14,1%) raposas (V. vulpes), dois dos 7 sete
(28,6%) mangustos egipicios (Herpestes ichneumon
Linnaeus 1758), 1 dos 4 genetas (Genetta genetta
Linnaeus 1758) e um dos quatro lince-Ibéricos (Lynx
pardinus Temminck 1827). Na Croacia, pesquisadores
encontraram um lobo-cinzento (C. lupus) morto com
lesdes caracteristicas de leishmaniose visceral canina.
As andlises patoldgicas e parasitoldgicas confirmadas
por PCR indicaram que as lesdes eram associadas a L.
infantum e os pesquisadores sugeriram que este era o
primeiro relato de morte de um lobo-cinzento devido
a lesdes causadas por L. infantum (Beck et al. 2008).

No Brasil, estudos pioneiros de Deane e Deane
(1954) descreveram os primeiros relatos de infecgdo
natural por Leishmania spp. em raposa-do-campo
(L. vetulus) e seu possivel papel como reservatdrio.
Entretanto, Courtenay ef al. (1996) demonstraram,
através de estudos comparativos de morfologia
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cranial e dental e distribui¢do geografica, que os
espécimes encontrados por Deane e Deane no Ceara
foram erroneamente identificados e concluiram que
o canideo silvestre envolvido era o cachorro-do-
mato (C. thous), questionando o papel das raposas-
do-campo (L. vetulus) como reservatorio naquela
ocasido.

Cachorros-do-mato  (C.  thous) tém
considerados por diversos autores como potenciais
fontes de infeccdo por LVA para humanos por
demonstrarem altas prevaléncias (em alguns casos,
acima de 42%) de infec¢do parasitologicamente
confirmadas (Deane & Deane, 1955, Silveira et al.
1982, Lainson et al. 1990, Courtenay et al. 1994) e
terem altas taxas de contato com cédes infectados e

sido

com o principal vetor Lu. longipalpis (Courtenay et
al. 2001).

Outros estudos relatam a exposi¢do a Leishmania
spp. em carnivoros silvestres de vida livre. Curi ef al.
(2006) reportaram a prevaléncia de anticorpos anti-
Leishmania em canideos silvestres da Serra do Cipo,
Minas Gerais. Dos 21 animais analisados, dois lobos-
guards (C. brachyurus) e dois cachorros-do-mato (C.
thous) foram positivos. Mais recentemente, no Estado
do Parand, dois cachorros-do-mato, duas raposas-do-
campo, um quati (N. nasua) e um mao-pelada (P,
cancrivorous) foram positivos no inquérito soroldgico
realizado por Voltarelli et al. (2009). No Norte do
Pantanal, através de técnicas moleculares, espécimes
de lobo-guara, cachorro-do-mato, mao-pelada e
jaguatirica (L. pardalis) foram diagnosticados como
naturalmente expostos a Leishmania braziliensis
(Jorge 2008).

Em carnivoros silvestres mantidos em cativeiro,
Figueiredo et al. (2008) diagnosticaram infecc¢do
natural por Leishmania (Leishmania) chagasi em
um cachorro-vinagre (S. venaticus) capturado na
natureza no Mato Grosso e mantido em cativeiro
na Fundagdo Jardim Zooldgico do Rio de Janeiro.
Outros dois cachorros-vinagres apresentaram sinais
clinicos de leishmaniose no Centro de Conservacdo
da Fauna silvestre em Ilha Solteira, SP (Lima et al.
2009). Ambos foram positivos no teste de ELISA
e apresentaram formas amastigotas do parasita em
esfregacos de linfonodo. Amostras de tecido de um
deles foram avaliadas por PCR e os pesquisadores
detectaram DNA de Leishmania spp. nas amostras
de figado e linfonodo, entretanto os testes foram
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negativos nas amostras de bago e pele. Apos piora
do quadro clinico, ambos os individuos vieram a
obito (L. Souza, comunicag@o pessoal). Luppi et al.
(2008) reportaram sorologia positiva para cachorro-
do-mato (C. thous), lobo-guara (C. brachyurus),
raposa-do-campo (L. vetulus) e cachorro-vinagre (S.
venaticus) do zooldgico de Belo Horizonte, Minas
Gerais. Destes, um cachorro-vinagre (S. venaticus)
e uma raposa-do-campo (L. vetulus) desenvolveram
sinais clinicos. O primeiro veio a ébito e o segundo
foi eutanasiado devido a sua péssima condicdo clinica
e prognostico. Na necropsia, ambos apresentaram
lesdes caracteristicas de leishmaniose visceral
confirmadas por diagndstico histopatologico e imuno-
histoquimico. Dahroug et al. (2010) reportaram ainda
a infec¢@o por L. (L.) chagasi em cinco pumas (P.
concolor) e uma onga-pintada (P. onca).

Os estudos citados demonstram o possivel
envolvimento  dos selvagens na
epidemiologia das Contudo, ¢
necessario um aprofundamento maior para esclarecer
os papéis desempenhados pelas diferentes espécies
de carnivoros silvestres na epidemiologia das
leishmanioses nas diversas regides de sua ocorréncia.
Ainda, o potencial impacto das diferentes espécies
de Leishmania sobre as populagdes de carnivoros
selvagens € pouco conhecido.

Outro aspecto importante a ser considerado diz
respeito ao crescente aumento do contato entre
espécies selvagens e domésticas e ao intercdmbio
de espécimes entre zoologicos. Embora a populagdo
de canideos silvestres seja insignificante quando
comparada a de cdes domésticos, a translocagdo
de animais infectados de um zooldgico para outro
pode eventualmente levar a disseminacdo da doenga
(Figueiredo et al.2008, Luppi et al. 2008). Este contato
pode ainda resultar em novas areas endémicas, visto
que novos casos humanos podem se originar a partir

carnivoros
leishmanioses.

da expansdo de um foco residual (Ashford 1996).
Em relagdo as medidas de controle, o programa
brasileiro de controle da leishmaniose visceral (Brasil
2003) se baseia no tratamento dos casos humanos,
controle do vetor pelo uso de inseticidas e controle
de reservatorio canino (inquérito soroldgico de
cées e eutanasia de cles soropositivos). No caso de
animais de cativeiro, medidas como uso permanente
de coleiras impregnadas com deltametrina e controle
quimico por borrifacdo de piretréide a cada trés meses
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devem ser adotadas em areas endémicas (Luppi et
al. 2008). Em animais silvestres infectados, varias
questdes devem ser consideradas antes de se optar pela
eutandsia, visto que algumas espécies sdo ameagadas
de exting@o como o lobo-guard e o cachorro-vinagre
e ndo existe informagédo suficiente sobre o potencial
de transmissdo das diversas espécies de carnivoros
brasileiros. Desta forma, entender o papel que os
carnivoros silvestres desempenham na manutengéo
e expansdo dos ciclos de transmissdo de Leishmania
spp. € essencial na definicdo de medidas efetivas de
controle dessa parasitose.

ECTOPARASITAS

Pertencentes a classe Arachnida e ordem Acarina
(Allan 2001), os carrapatos sdo um dos mais
importantes grupos de ectoparasitas de vertebrados
terrestres, voadores e semi-aquaticos em todos os
continentes do mundo, inclusive Antartida (Labruna
et al. 2005). Alimentam-se de sangue e fluidos
tissulares, causam perturbacdo e alteragdes como
anemia, lesdes cutdneas e hipersensibilidade (Hargis
1990), embora o principal papel epidemioldgico seja
como vetor de uma grande variedade de agentes
patogénicos (Allan 2001).

Populagdes de animais na natureza sio reguladas
por fatores abioticos e bidticos. Dentre estes estdo os
parasitas (Borgsteede 1996). Hospedeiros e parasitas
evoluiram em paralelo ao longo de milhares de anos
e diferentes carrapatos dependem da presenga de uma
ou mais espécies de hospedeiro para desenvolver o
ciclo bioldgico completo (Grenfell & Gulland 1995,
Poulin 1997, Labruna et al. 2005).

Com a fragmentagdo do ambiente, as extingdes
locais de mamiferos selvagens tém ocorrido de maneira
cada vez mais frequente (Fahrig & Merriam 1994)
e, portanto, muitos carrapatos tém tido dificuldade
para desenvolver seu ciclo bioldgico nos hospedeiros
especificos, o que os faz procurar novas espécies para
completar o ciclo, criando novas relagdes hospedeiro-
parasita (Poulin 1997). Estas novas relagdes podem
acarretar debilidade ao novo hospedeiro, podendo
inclusive levé-lo a dbito (Borgsteede 1996).

Os carrapatos geralmente passam 90% de seu
ciclo fora do hospedeiro, o que os torna vulneraveis
a modificagdes ambientais. O estudo das espécies
de carrapatos dos carnivoros pode indicar escalas de

alteragdo ambiental em determinadas areas (Labruna
et al. 2005). O estudo evolutivo de parasitas ajuda a
compreender seu papel na dindmica das populag¢des de
seus hospedeiros (Grenfell & Gulland 1995), uma vez
que eles podem representar uma ameaga as pequenas
populacdes vulneraveis de animais selvagens de vida
livre (Cleveland er al. 2003) pela transmissdo de
patogenos.

A extensa area de vida que os carnivoros
geralmente possuem (Emmons 1999) e o contato
com diversas espécies de presas (Oliveira 1994)
aumentam o risco de infestagdo por diferentes géneros
de carrapatos (Labruna et al. 2005). Alteracdes
ambientais, principalmente por influéncia humana,
podem também proporcionar contato com novas
espécies (Borgsteede 1996).

Carrapatos grande
variedade de vertebrados domésticos e silvestres
(Randolph et al. 2003), podendo transmitir entre os

alimentam-se em uma

hospedeiros diversos patégenos, como, por exemplo,
Babesia spp., Borrelia burgdorferi, Francisella
tularensis, Rickettsia spp. e Cytauxzoon felis (R6ken
1993). No entanto, a presenga de carrapatos nos
hospedeiros nem sempre ¢ correlacionada com a
presenca de hemoparasitas. Babesia spp. e Ehrlichia
spp. sdo encontrados em guaxinins norte-americanos
(P. lotor) (Comer et al. 2000), mas nio ha registros
em procionideos na América do Sul (Gomes-Solecki
2001).

Labruna et al. (2005) descrevem as espécies de
carrapatos que ja foram encontradas parasitando
carnivoros, sendo o género Amblyomma o mais
Amblyomma ovale (14 espécies),
Amblyomma cajenennense (10 espécies), Amblyomma
aureolatum (10 espécies), Amblyomma tigrinum

encontrado:

(sete espécies), Amblyomma parvum (sete espécies).
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi encontrado
em sete espécies de carnivoros. Esta espécie de
carrapato tem o gado como hospedeiro primario, o
que indica a presenca dos carnivoros utilizando areas
de pastagem de bovinos.

Os acaros sdo da mesma classe ¢ ordem dos
carrapatos, mas apresentam seu ciclo bioldgico
na epiderme de mamiferos. Entre 1994 e 1996, em
populagdes de quatis (Nasua narica Linnaeus 1766)
na regido oeste do M¢xico, Notoedres cati causou
epizootia com maior impacto nas populagdes com
menor grau de isolamento e 4reas mais fragmentadas
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pela influéncia humana (Valenzuela er al. 2000).
Em populagdes de coiotes (C. latrans) monitoradas
entre 1974 ¢ 1991 no sudeste do estado do Texas,
nos Estados Unidos, a sarna sarcoptica (Sarcoptes
scabei) foi diagnosticada inicialmente em 1975 e teve
um pico em 1980, com 69% dos animais infectados,
tendo decrescido até 1991(Pence & Windberg 1994).
O maior impacto foi na redug¢do da ovulagdo e prenhez
das fémeas. Foi observada alta taxa de infeccdo nos
machos adultos.

No Brasil, estudos sobre a presenga e impacto
das sarnas nas diferentes espécies de mamiferos sdo
escassos. Jorge et al. (2008) capturaram um casal de
cachorros-vinagres (S. venaticus) em Nova Xavantina
(MT). Ambos os animais apresentavam rarefagdo
pilosa. Foram equipados com radios-colares e
monitorados por radio-telemetria. Apos trés meses,
o macho veio a 6bito. A fémea foi recapturada para
realizagdo de raspados de pele. Apos o diagnostico
de S. scabiei, a fémea foi tratada através de duas
aplicagdes do antiparasitario selamectina, com 35
dias de intervalo. O tratamento apresentou bons
resultados. Relatos de moradores que observaram
canideos silvestres na regido apresentando alopecia,
além do monitoramento de outro grupo de cachorros-
vinagres no qual os animais apresentaram alopecia e
vieram a Obito sem, no entanto, ter sido realizado o
diagnostico (E.S. Lima, resultados ndo publicados),
reforcam o potencial impacto da sarna sarcoptica na
populagdo desta espécie na regido de Nova Xavantina.

CONSIDERACOES SOBRE METODOS
DIAGNOSTICOS

Os estudos de exposi¢do de carnivoros selvagens
de vida livre a patdgenos realizados na América do
Sul envolveram principalmente levantamentos por
sorodiagnostico. A excegdo do estudo de exposicdo
ao virus da raiva na regido Nordeste (Bernardi et al.
2005, Carnieli et al. 2006, 2008) e do relato de sarna
sarcoptica em cachorros-vinagres (Jorge et al. 2008),
nenhum dos trabalhos realizados em nosso continente
possibilitou objetivamente
ou mortalidade em decorréncia da exposi¢do a
patogenos. Portanto, € necessario o incentivo a
realizacdo de estudos que busquem elucidar se de
fato esta exposi¢do estd ameagando a viabilidade
das populagdes de carnivoros selvagens da fauna

detectar morbidade
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brasileira ou mesmo interferindo de alguma forma na
sua estrutura.

Neste sentido, estudos com animais de cativeiro
sdo importantes, pois possibilitam acompanhar a
evolugdo clinica, mortalidade e o possivel impacto
de determinados patogenos na saide dos animais
silvestres, o que seria muito dificil de ser realizado
em individuos ou populagdes de vida livre. Alguns
exemplos importantes sdo a observagdo de que
o virus da cinomose pode causar mortalidade
em ongas pintadas P. onca (Appel et al. 1994) e o
desenvolvimento de sinais clinicos seguido de morte
por leishmaniose visceral em canideos silvestres
mantidos em cativeiro (Luppi et al. 2008).

Da mesma forma, estudos envolvendo infec¢do
experimental também podem elucidar aspectos da
relacdo entre patégeno e hospedeiro que apenas
podem ser explorados através do controle dos diversos
fatores que envolvem um processo infeccioso.
Herrera et al. (2001, 2002), por exemplo, observaram
a resposta clinica, humoral e parasitologica de quatis
experimentalmente
evansi e concluiram que a persistente parasitemia

infectados por Trypanosoma
e a relativa tolerancia dos quatis aos sinais clinicos
da doenga sugerem que esta espécie desenvolve
uma doenga cronica e tem importante papel na
epidemiologia da mesma em 4reas endémicas.
Courtenay et al. (2002) expuseram cachorros-do-
mato (C. thous) capturados no Marajo, Para (alguns
deles diagnosticados posteriormente como expostos a
L. chagasi), assim como cdes domésticos da mesma
regido, a espécimes do vetor criados em cativeiro.
Os autores observaram que os canideos selvagens
ndo infectaram 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 L. chagasi e frequentemente
citada como potencial reservatorio silvestre do agente,
ndo teria grande importdncia na transmissdo do
agente por sua baixa infectividade para o vetor. Tais
estudos demonstram como trabalhos com infec¢do
experimental podem esclarecer aspectos do efeito e
da patogenia do patégeno no hospedeiro, assim como
aspectos epidemioldgicos, como o papel de uma
determinada espécie silvestre no ciclo de transmissao
de um agente patogénico.

moleculares

As técnicas vém tendo papel

fundamental e devem ser cada vez mais utilizadas
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nos levantamentos futuros e mesmo naqueles ja
realizados, mas que colheram e armazenaram material
para analises posteriores. Elas t€m a vantagem
de, em alguns casos, possibilitar determinar quais
agentes estdo de fato sendo transmitidos dos animais
domésticos para os selvagens e quais estio circulando
e sendo mantidos pelos animais selvagens, podendo,
eventualmente ser transmitidos aos domésticos
e aos seres humanos. Um exemplo interessante
s30 os estudos de Carnieli et al. (2006, 2008), que
demonstraram que o virus da raiva tem circulado
entre os canideos silvestres hd algum tempo, e que
estes animais vém mantendo um ciclo do agente
independente dos animais domésticos. Outro exemplo
¢ o estudo de Biek et al. (2006) que descreveram
detalhes da estrutura populacional e recente historia
demografica da populagdo de pumas (P. concolor)
de Rocky Mountains (EUA) através do estudo das
linhagens genéticas dos virus da Imunodeficiéncia
Felina (FIV) que acometiam esses animais. Segundo
os autores, o uso de ferramentas moleculares,
especialmente com patdgenos de transmissio direta e
evolugdo rapida, pode trazer informagdes substanciais
sobre caracteristicas espaciais e temporais do contato
entre hospedeiros.

Por outro lado, as técnicas de diagnostico
sorolégico tém uma grande importancia por
detectarem anticorpos produzidos para o combate aos
patdgenos, possibilitando que, mesmo que o agente ja
ndo circule no organismo do animal nem esteja sendo
eliminado, seja possivel encontrar indicios indiretos
de sua circulag@o. Ainda assim, é importante destacar
que estas técnicas apresentam o inconveniente de
nido diagnosticarem animais positivos no inicio
da infecg¢do, quando apesar de estar infectado, o
organismo ainda ndo produziu uma quantidade de
anticorpos passivel de ser detectada. Adicionalmente,
estas técnicas também tém a limitagdo de sofrer
a influéncia de reagdes inespecificas e possiveis
reagdes cruzadas com patdgenos antigenicamente
relacionados e, como sdo desenvolvidas para animais
domésticos, é 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 o foram, enquanto um ponto de
corte muito alto pode desconsiderar a exposi¢io dos
animais a um patégeno que de fato circula entre eles.

Na realidade, o ideal para estudos que procuram
pesquisar a exposicdo de animais selvagens a agentes
patogénicos ¢ a realizagdo, sempre que possivel,
tanto de métodos moleculares, como soroldgicos e
parasitologicos, aliados ao exame clinico e exames
complementares, como hemograma e bioquimica
sérica. Vale ressaltar que o diagnostico de uma espécie
ou individuo infectado ndo define sua importincia na
cadeia de transmissdo, especialmente considerando-
se que as redes de transmissdo de patégenos flutuam
no tempo e no espago. A interpretagdo dos resultados
depende de diversos fatores, como caracteristicas
ecoldgicas das espécies de hospedeiros na regido
estudada, local de amostragem dos animais, evolucdo
da infecc¢do nos individuos amostrados, suas variagdes
e aspectos relacionados, entre outros, na tentativa de
se criar um cenario da transmissdo ¢ assim inferir os
possiveis riscos e definir as estratégias de controle.

O fato é que apenas estudos multidisciplinares
de longo prazo, envolvendo aspectos ecoldgicos e
monitoramento de populagdes de forma continua,
aliados a pesquisa da ocorréncia de patdgenos,
procurando determinar relagdes entre estes fatores,
poderdo determinar de forma efetiva a importancia de
agentes infecciosos e parasitarios para a conservagio
dos carnivoros selvagens da fauna brasileira, assim
como sua importancia no ciclo epidemioldgico de
agentes que afetam o homem e animais domésticos.

ESTRATEGIAS DE MANEJO E MEDIDAS DE
CONTROLE

O controle de patégenos frequentemente presentes
em animais domésticos que podem infectar e ameagar
populagdes de animais selvagens pode ser focado
na implementagdo de medidas voltadas a redugdo
da incidéncia do agente nos animais domésticos
de uma determinada regido, daquelas direcionadas
diretamente aos animais selvagens, como também
pode estar voltada para a limitagdo do contato entre
estes dois grupos (Laurenson et al. 2005).

Para reduzir as interagdes entre animais
domésticos e carnivoros selvagens seria necessario
limitar fisicamente o contato entre eles. Isto
poderia hipoteticamente ser realizado através da
implementacdo de uma zona tampdo ao redor de
areas protegidas, onde fosse proibida a presenca de

animais domésticos. No entanto, certamente haveria
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uma enorme resisténcia dos moradores do entorno
destas areas.

A alternativa aparentemente mais viavel para
diminuir o potencial impacto de doengas infecciosas
na populag¢do de carnivoros selvagens de vida livre
¢ o controle dos agentes em animais domésticos,
especialmente nos cdes. Para isto, ¢ necessario
implementar campanhas anuais de vacinagdo para
as doengas de interesse nos animais domésticos
das comunidades que residem no entorno de areas
protegidas, de forma continuada. Entretanto, para
que um programa de vacina¢do seja bem sucedido,
¢ importante que algumas medidas complementares
sejam realizadas de forma concomitante. A realizagdo
de vacinacdo em massa de cdes domésticos em
uma determinada regido sem a implementagdo
de um programa de controle populacional, por
exemplo, pode acarretar em aumento significativo
da populagdo, devido a retirada de um fator que
tem um papel importante no
controle demografico dos cdes. Neste cenario, caso

provavelmente

a vacinagdo seja suspensa apos algum tempo, a
quantidade de animais suscetiveis passard a ser ainda
maior do que aquela existente no momento anterior a
sua implementacdo. Desta forma, caso um patdgeno
seja introduzido nesta nova populagdo hipotética,
causara uma epizootia ainda mais intensa do que as
ocorridas anteriormente (Woodroffe 1999, Woodroffe
et al. 2004). Assim, implementar concomitantemente
a vacinagdo técnicas para o controle da populagdo
de cdes nestas comunidades, como a realizacdo de
campanhas de castragdo e campanhas educativas
de posse responsavel, ¢ fundamental para o sucesso
dessa estratégia.

A vacina¢do de cdes domésticos tem ainda a
vantagem de poder abranger tanto agentes infecciosos
de interesse para a conservagdo de animais selvagens
como aqueles de importdncia em Satde Publica e
animais de cria¢do. Desta forma, a vacinagdo pode
envolver uma cooperagdo entre instituigdes com
interesses diversos, associagdes
de criadores, conservacionistas, entre
possibilitando a divisdo de custos e tarefas.

Outra possibilidade de intervengdo sdo as medidas
de controle de patdgenos implementadas diretamente
nas populagdes de carnivoros selvagens de vida
livre. Algumas opg¢des s@o: a vacinacdo direta dos
carnivoros selvagens, a diminui¢do da densidade

como governo,
outros,
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de populagdes de espécies consideradas como
reservatorios de patogenos que acometem o homem
ou animais domésticos através da cutanasia, ou o
tratamento de individuos infectados.

Em relagdo a vacinagdo direta dos carnivoros
selvagens, um exemplo importante ¢ 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 nestes continentes (Cross
et al. 2007). Esta iniciativa foi implementada
com o intuito de diminuir o nimero de animais
suscetiveis, interrompendo a transmissdo do virus
entre os individuos das espécies consideradas como
reservatorios regionais do agente (principalmente
a raposa vermelha, V. vulpes), com o objetivo de
atingir um problema de Satde Publica que ocorria
nestas regides. E possivel que no Brasil intervengio
semelhante seja necessaria na regido Nordeste do
pais, uma vez que o C. thous ja foi identificado como
reservatorio regional da raiva (Carnieli et al. 2008).
Por outro lado, este tipo de abordagem, quando
realizado com vistas a conservagdo de carnivoros
selvagens, ocorreu apenas em ocasides isoladas, em
situacdes emergenciais, sem utilizar uma metodologia
que permitisse avaliar sua efetividade, como, por
exemplo, comparagdes entre grupos vacinados e
controle. Portanto, ainda necessita muita discussdo
e experimenta¢do para poder provar sua efetividade
(Woodroffe 1999, Laurenson et al. 2005).

Muitas vacinas utilizam na sua composi¢do
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 0bito do animal vacinado.
Por outro lado, ndo ¢ certo que a aplicagcdo de uma
vacina desenvolvida para outra espécie resulte na
imunidade desejada, especialmente caso seja aplicada
em dose unica, como deve ocorrer com freqiiéncia
em programas de vacinagdo parenteral em animais
selvagens.

Outro método historicamente utilizado para o
controle da circulagdo de patégenos em animais
silvestres com o intuito de diminuir a ocorréncia
de uma determinada doenga de interesse para o ser
humano é a eliminagdo de individuos da espécie
considerada como reservatorio, através da eutanasia.
Este visareduzir a populagdo de individuos suscetiveis
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da espécie alvo abaixo de um determinado nivel,
fazendo, desta forma, com que se torne impossivel
ao patogeno manter-se circulando nestas condi¢des
(Cross et al. 2007).

No entanto, esta estratégia de manejo apresenta
alguns argumentos contrarios a sua utilizagdo. Um
deles estd relacionado a sua viabilidade financeira.
Frequentemente, o resultado da redug¢do da incidéncia
de um patégeno obtido ao se eliminar animais
silvestres, ndo justifica os recursos financeiros gastos
(Cross et al. 2007). Muitas vezes, 0S mecanismos
ecoldgicos de regulagdo das populagdes de algumas
espécies de animais silvestres fazem com que, apds
algum tempo, o numero de individuos suscetiveis
passe a ser equivalente a0 momento anterior ao inicio
da utilizacdo desta medida, ou ainda mais elevado.
Outro argumento desfavoravel ¢ a possibilidade
de impacto ecoldgico sobre espécies consideradas
ameacadas de extin¢do. Neste caso a utilizacdo deste
tipo de abordagem é totalmente inaceitavel, e, em
muitos paises, ¢ também ilegal.

Na Europa e América do Norte, a redugdo da
populagdo de carnivoros selvagens de médio porte
foi amplamente utilizada até aproximadamente
1975 com o intuito de controlar a transmissdo do
virus da raiva aos seres humanos por estes animais.
Entretanto, o método apresentou resultados pouco
efetivos e sua relagdo custo-beneficio demonstrou-
se amplamente desfavoravel. Durante o periodo de
sua utilizacdo ocorreu um espalhamento geografico
das regides enzodticas. Apenas reducdes transitorias
nos niveis de incidéncia da doenga foram observadas
(Aubert 1999). Diante destes resultados, a eliminagio
de carnivoros selvagens passou a ser substituida ao
longo da década de 1970 por programas de vacinagao
oral em larga escala, metodologia que se mostrou
amplamente eficaz no controle da doenga.

A eutandsia dos texugos (Meles
Linnaeus 1758) no Reino Unido para controle do
Mycobacterium bovis, agente causador da tuberculose
bovina tem sido um componente da politica de
controle da tuberculose no Reino Unido por trés
décadas. Entre 1975 e 1997 mais de 20 mil texugos
foram eutanasiados (Donnelly et al. 2003). Apesar

meles

dos esforgos, a incidéncia de tuberculose nos bovinos
tem aumentado consistentemente ¢ reemergido
como uma das principais preocupagdes da industria
pecudria européia. Experimentos de campo em larga

escala demonstraram que essa estratégia pode causar
tanto o aumento quando a diminui¢@o da incidéncia
de tuberculose em bovinos, visto que a eutandsia
dos texugos reduz a incidéncia de tuberculose nos
bovinos localmente, mas aumenta a incidéncia nas
areas adjacentes especialmente em locais onde a
paisagem permite que os texugos recolonizem novas
areas (Donnelly et al. 2003, 2000).

Outra alternativa para o controle da circulagdo de
patdégenos em carnivoros selvagens € o tratamento
de animais infectados. O tratamento clinico de
infecgdes virais em carnivoros selvagens raramente
¢ possivel, mas existem casos de programas que
obtiveram sucesso em tratamento de surtos com
infeccdes bacterianas e com macro e ectoparasitas
(Woodroffe 1999). Valenzuela et al. (2000), por
exemplo, combinaram estratégias de tratamento de
animais com acaricidas ¢ eutanasia, dependendo da
severidade da infec¢@o nos individuos, para conter
um surto de sarna em quatis-do-focinho-branco (V.
narica).

Apesar das diversas opgdes de intervencdes
expostas, a necessidade de se intervir em populacdes
de animais selvagens de vida livre deve sempre ser
avaliada com cautela. Artois (2003) recomenda
que os pesquisadores envolvidos nesta area do
conhecimento devem comparar a evolug@o esperada
de uma infecgdo na presenga e auséncia de uma
estratégia de controle e exemplifica casos em
que uma intervengdo inadequada pode diminuir a
dispersdo natural da doenca, aumentando o periodo
de duracdo de suas conseqiiéncias (Smith & Harris
1991, Tischendorf et al. 1998).

E importante que ocorra uma ampla discussdo
entre pesquisadores e orgdos do governo como
0s Ministérios do Meio Ambiente, da Satde e da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, assim como
as autarquias e centros de referéncia a eles vinculados,
sobre as estratégias de manejo e medidas de controle
aqui mencionadas para que protocolos seguros sejam
elaborados e testados, possibilitando sua utilizagdo
com base em resultados obtidos com o rigor cientifico
necessario.

CONSIDERACOES FINAIS

Como podemos constatar em estudos realizados
recentemente no Brasil e nos paises vizinhos,
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carnivoros selvagens de vida livre sdo expostos
a patdgenos que comumente causam morbidade
e 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 consideragdo
a circulagdo de patéogenos na  elaboragdo dos
planos de manejo das Unidades de Conservacgdo
(UCs), como também refor¢a a necessidade da
implementacdo das zonas de amortecimento (faixa
no entorno das UCs que visa diminuir o impacto das
atividades antropicas sobre a biota por ela protegida,
Brasil, 2000) para areas destinadas a prote¢do da
fauna, inclusive com a implementacdo de medidas
voltadas para o controle de patdgenos em animais
domésticos nestas areas.

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

Ao longo desta revisdo, pudemos notar que a
quantidade de informagdes a respeito da exposi¢do
dos carnivoros selvagens da fauna brasileira a
agentes infecciosos e parasitarios tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Estamos nos
aproximando de um patamar onde os dados produzidos
permitirdo embasar a formulagcdo de medidas de
manejo efetivas para a conservagdo dos carnivoros
selvagens sul-americanos como também para o
controle da circulagdo de patogenos de importancia
Publica.
envolvendo levantamentos de exposi¢do a patdgenos

em Saude Evidentemente, os estudos
continuam, e continuardo por muito tempo, tendo
grande relevancia em nosso continente, pois ainda
ha muitas espécies de hospedeiros, microrganismos e
regides a serem contemplados. Mas ¢ importante que
os pesquisadores que atuam nesta area tenham sempre
como objetivo final a aplicagdo destes conhecimentos
para o planejamento do controle da circulagdo de
patégenos de importancia para a conservagdo da
biodiversidade e para a Satde Publica.
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