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RESUMO

ARRAIS, R. C. Ocorréncia de patégenos transmitidos por carrapatos (Anaplasma spp,
Babesia spp, Ehrlichia spp, Hepatozoon spp e Rickettsia spp) em lobos guara (Chrysocyon
brachyurus) e cies domésticos na regido do Parque Nacional da Serra da Canastra, Minas
Gerais, Brasil. [Occurrence of tick-borne pathogens (Anaplasma spp, Babesia spp,
Ehrlichia spp, Hepatozoon spp e Rickettsia spp) in maned wolves (Chrysocyon
brachyurus) and domestic dogs at Serra da Canastra National Park, Minas Gerais,
Brazil]. 2013. 81 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

No periodo de julho de 2004 a junho de 2012, foram realizadas 104 capturas de
lobos-guara. Os animais foram contidos quimicamente para coleta de material
biologico. Carrapatos foram encontrados em 94 lobos e enviados ao Laboratoério de
Doencas Parasitarias da FMVZ-USP, onde foram identificados com auxilio de
estereomicroscopio e chaves taxondmicas. Das amostras analisadas, foram
encontradas 72 larvas, 188 ninfas e 911 carrapatos adultos, pertencetes as espécies
Rhipicephalus microplus, Amblyomma spp., Amblyomma cajennense, Amblyomma
ovale, Amblyomma brasiliense, Amblyomma tigrinum. O presente trabalho registra
pela primeira vez larva de R. microplus e adulto de A. brasiliense parasitando C.
brachyurus no pais, reforcando os achados prévios da literatura destas espécies de
carrapatos utilizarem os lobos-guara como hospedeiros. Sangue e soro também
foram coletados durante contencdo quimica, 67 amostras de sangue total de lobos
guard e 52 carrapatos adultos foram testados através da técnica de Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) para a pesquisa de DNA de Anaplasma spp., Babesia
spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp. e Rickettsia spp. Foi realizada a sorologia para
a pesquisa de anticorpos anti-Rickettsia spp. para 210 amostras de soro de caes
domésticos e 43 foram positivas. Quatro individuos apresentaram reacdo homoéloga
para R. parkeri, dois para R. rhipicephali, um para R. rickettsii. Alem disso, foram
testadas 88 amostras de soro de lobo guara e, destas, 84 foram positivas para pelo
menos uma das espécies de Rickettsia e indicaram reagdo homologa para R. parkeri
e R. rhipicephali. Foram testadas 84 amostras de soro de lobo-guara na sorologia
para Ehrlichia canis e, destas, 16 foram positivas. Nos testes moleculares foi

detectada e confirmada a presenca de H. canis, H. felis, R. parkeri j& descritas para



0s hospedeiros vertebrados e invertebrados testados no estudo e ainda o primeiro
registro em A. tigrinum de Candidatus R. andeanae e Candidatus Midichloria

mitocondrii.

Palavras-chave: Carrapatos. Lobo-guara. Anaplasmataceae. Rickettsialles. Babesia.



ABSTRACT

ARRAIS, R. C. Occurrence of tick-borne pathogens (Anaplasma spp, Babesia
spp, Ehrlichia spp, Hepatozoon spp e Rickettsia spp) in maned wolves
(Chrysocyon brachyurus) and domestic dogs at Serra da Canastra National
Park, Minas Gerais,. Brazil [Ocorréncia de patdgenos transmitidos por carrapatos
(Anaplasma spp, Babesia spp, Ehrlichia spp, Hepatozoon spp e Rickettsia spp) em
lobos guara (Chrysocyon brachyurus) e cdes domeésticos na regido do Parque
Nacional da Serra da Canastra, Minas Gerais, Brasil]. 2013. 81 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

From July 2004 to June 2012, 104 maned wolves were captured. The animals were
chemically restrained in order to collect biological material. Ticks were found in 94
wolves and sent to the Laboratory of Parasitic Diseases FMVZ — USP, and were
identified using a stereomicroscope and taxonomic keys. Of the samples analyzed,
72 were larvae, 188 nymphs and 911 adult ticks, from the species Rhipicephalus
microplus , Amblyomma spp , A. cajennense, Amblyomma ovale, Amblyomma
brasiliense e Amblyomma tigrinum .This paper reports for the first time larvae of R. b.
microplus and adult of A. brasiliense parasitizing C. brachyurus in the country,
reinforcing the findings in previous studies of these species of ticks using the maned
wolves as hosts . Blood and serum samples were also collected during chemical
restraint, 67 blood samples of maned wolves and 52 adult ticks were tested using the
technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) for the detection of DNA of
Anaplasma spp., Babesia spp. Ehrlichia spp., Hepatozoon spp. and Rickettsia spp.
Serology was performed for the detection of antibodies to Rickettsia spp. 210 serum
samples of domestic dogs were tested and 43 were positive. Four individuals showed
reaction homologous to R. parkeri, two for R. rhipicephali and one for R. rickettsia. In
addition, we tested 88 serum samples of maned wolf and 84 were positive for at least
one species of Rickettsia and indicated homologous reaction to R. parkeri and R.
rhipicephali. 84 maned wolf serum samples were in serology for Ehrlichia canis and
16 were positive. In molecular tests was detected and confirmed the presence of H.
canis, H. felis and R. parkeri had already been described for the vertebrate and
invertebrate hosts tested in the study. This is also the first report of Candidatus R.

andeanae and Candidatus Midichloria mitocondrii in A. tigrinum.

Key-words: Maned wolves. Ticks. Anaplasmataceae. Rickettsialles. Babesia.
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1 INTRODUCAO

Carrapatos séo ectoparasitas de mamiferos domésticos, silvestres e humanos
e podem ser vetores de importancia médica na transmissdo de doencas, ficando
atrds apenas dos mosquitos (PAROLA; RAOULT 2001). Transmitem uma grande
variedade de patdégenos como fungos, bactérias, virus e protozoarios, sendo por isso
considerado importantes vetores na transmisséo de doencgas infecciosas a humanos
na Europa (PAROLA, 2004).

Doencas emergentes transmitidas por carrapatos em humanos e animais
domésticos tém ocorrido com frequéncia nos ultimos 30 anos, causadas devido a
aproximagdo do homem as zonas rurais (PAROLA; RAOULT 2001). Muitos dos
ciclos de transmissao carrapato - animais silvestres estdo consolidados e a doenca
nao é aparente nos hospedeiros naturais. No entanto, surtos podem ocorrer quando
carrapatos infectados acabam parasitando hospedeiros acidentais, como caes,
gatos e o homem.

Estes ectoparasitos tém despertado o interesse da comunidade cientifica
devido a sua participacdo na transmissdo de doencas de carater zoonotico como
anaplasmose, babesiose, erliquiose, hepatozoonose e riguetsiose tornando-se um
crescente problema de salde publica (FOLDVARI, 2005; PAROLA, 2005).

Cades domésticos (Canis familiaris) sao conhecidos reservatérios de
patdgenos responsaveis pelo declinio de populacdes de carnivoros silvestres em
diversos lugares do mundo (GAYSCONE et al., 1993; ALEXANDER; APPEL, 1994;
ROELKE-PARKER, 1996; LAURENSON et al., 1998). O aumento do contato entre
espécies favorece a transmissdo de parasitas e, portanto, a emergéncia de doencas.
Adicionalmente, a transmissao de diversos patdégenos entre canideos domésticos e
silvestres pode ocorrer através dos carrapatos (DASZAK et al., 2000; LANFRANCHI
et al., 2003).

Doencas infecciosas podem ser particularmente importantes para grandes
carnivoros, visto que diversas populacbes ja estdo seriamente ameacadas por
inUmeros fatores, como destruicdo de habitat, caca por retaliacdo a ataque de
animais domesticos, caca de suas presas naturais, entre outros (DEEM et al., 2005).
Carnivoros sao susceptiveis a uma gama de parasitas, muitos deles transmitidos por
animais domésticos. (MURRAY et al., 1999).
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O risco de morbidade e mortalidade devido as doencas infecciosas € uma
preocupacao crescente com relagdo a conservacéo de espécies silvestres em geral
e os lobos-guara tém se mostrado suscetiveis a diversos agentes infecciosos, tais
como adenovirose canina, cinomose, parvovirose, raiva, leptospirose, toxoplasmose,
hepatozoonose e dirofilariose transmitidos por cdes domésticos (DEEM et al., 2005;
ANDRE et al., 2010).

A regido do entorno do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) tem
sofrido alta presséo antropica através da pecuaria extensiva e agricultura (IBDF). Os
lobos-guara sdo frequentemente encontrados circulando nas fazendas do entorno,
onde sdo comuns eventos de predacdo de galinhas (CORRAL, 2007) e encontros
agonisticos com caes domésticos (PAULA, 2001). Segundo May-Junior et al. (2009),
lobos amostrados na area do Parque e entorno apresentaram infestacdo por
carrapatos, embora as espécies de carrapato deste estudo ndo tenham sido
identificadas. Estudos anteriores demonstraram que lobos-guard podem ser
acometidos por espécies de carrapatos caracteristicas de cdes domésticos, como o
Rhipicephalus sanguineus, conhecido popularmente como “carrapato vermelho do
céo” (LABRUNA et al., 2005).

Aguire (2009) destaca a necessidade de se realizar pesquisas para elucidar o
papel dos canideos selvagens na epidemiologia das doencas transmitidas por
carrapatos. Além disso, estas doencas sdo de grande importancia no que diz
respeito a conservacgao da vida selvagem, na avaliacdo das interacées entre animais
domésticos e silvestres e na determinacdo da importancia destes patégenos na

salde publica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho € verificar a ocorréncia de patdégenos
transmitidos por carrapatos em lobos-guara e cdes domeésticos do Parque Nacional

da Serra da Canastra e arredores, Minas Gerais.

2.1 ESPECIFICOS

e Identificar as espécies de carrapatos infestando lobos-guara capturados no
PNSC e arredores;

e Verificar a ocorréncia e identificar as espécies de Anaplasma spp., Babesia
spp. , Ehrlichia spp., Hepatozoon spp. e Rickettsia spp através da Reacado de
Polimerase em Cadeia (PCR) em lobos guard capturados no PNSC e
arredores;

e Sequenciar e posicionar filogeneticamente as amostras positivas obtidas por
PCR dos lobos guara capturadas no PNSC e arredores;

e Verificar a ocorréncia de Rickettsia spp. em cdes domésticos e em lobos-
guara através da técnica de Reacdo de Imunofluorecéncia Indireta;

e Verificar a ocorréncia de Ehrlichia spp. em lobos-guara capturados no PNSC
e arredores através da técnica de Reacgéo de Imunofluorecéncia Indireta;

e Correlacionar a ocorréncia Anaplasma spp., Babesia spp. , Ehrlichia spp.,
Hepatozoon spp. e Rickettsia spp. com as areas de vida de lobos-guara

atravées do Sistema de Informacgéo Geografica (SIG).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LOBO GUARA (Chrysocyon brachyurus)

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus, llliger 1815) pertence a um género
monotipico, sendo o maior canideo sul-americano, onivoro generalista e de habitos
noturnos. Distribui-se desde a desembocadura do rio Parnaiba no nordeste do
Brasil, no sul do Chaco no Paraguai, ao estado do Rio Grande do Sul, Brasil, e oeste
dos Pampas del Heath em Peru. Também tem sido registrado em algumas partes de
Argentina e Uruguai (RODDEN et al., 2004)

O lobo-guara habita principalmente o bioma Cerrado, mas tém sido cada vez
mais comuns registros em areas de outros biomas como Pantanal, Floresta
Atlantica, areas de transicdo do Cerrado com a Caatinga e também em terras
cultivadas e pastos. A espécie esté listada entre as ameacadas de extincdo no Brasil
e esta perto de estar ameacada pela classificacdo da IUCN (RODDEN et al., 2004),
apesar de possuir uma ampla distribuicdo geografica (MACHADO et al., 2005).

Atualmente existe um grande numero de estudos sobre a espécie, que
incluem aspectos de dieta, area de vida, variabilidade genética e doencas, além de
descricbes gerais da reproducdo e comportamento. Porém outros aspectos da
ecologia do lobo-guard permanecem com pouca informacgdo disponivel, como o
referente ao comportamento deste nas paisagens dominadas pelas atividades
humanas, assim como ameacas para a conservacao da espécie.

A maior ameaca para a conservacado do lobo-guard é a reducéo drastica do
ambiente em que vive, sendo que grande parte da sua area de distribuicdo ja se
encontra degradada e foi ocupada por empreendimentos agropecuarios (FONSECA
et al., 1994). O Cerrado € um dos biomas mais ameacados do Brasil e do mundo.
Atualmente apenas cerca de 20% da area do Cerrado encontra-se em estado
primitivo (MYERS et al., 2000).

O lobo-guara é um canideo solitario e territorial, que se junta em casais na

época reprodutiva. O tamanho da area ocupada por casais pode variar de 25,21

2 2
+4,45 km a 75,03 £34,63 km (DIETZ, 1984; CARVALHO; VASCONCELLOS, 1995;
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SILVEIRA, 1999; RODRIGUES, 2002). O casal partiha a mesma é&rea de vida
(DIETZ, 1984; RODRIGUES, 2002) e estas areas podem ser tanto exclusivas, com
nenhuma ou pouca sobreposicdo entre areas de casais vizinhos (DIETZ, 1984),
como as areas de casais vizinhos podem ter grandes sobreposi¢cées (RODRIGUES,
2002).

O requerimento espacial da espécie é alto porque utiliza grandes e exclusivas
areas de vida. Essa caracteristica do lobo-guara o expde a encontros com humanos
e animais domesticos, interacdo que pode trazer para o lobo problemas relacionados
a caca, devido a predacdo de criagbes de pequeno e médio porte, doencas
(contraidas de animais domésticos), entre outros (RODRIGUES, 2002).

3.2 AGENTES PATOGENICOS

3.2.1 Rickettsia spp.

O género Rickettsia compreende organismos intracelulares obrigatérios
pertencentes a familia Rickettsiaceae e ordem Rickettsiales (RAOUL; ROUX, 1997).
Baseado em padrdes antigénicos, moleculares e bioldgicos essas bactérias foram
divididas em trés grupos: 1) grupo do tifo (GT), representado pelas espécies
Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, cujos vetores séo insetos (piolhos e pulgas,
respectivamente); 2) grupo da febre maculosa (GFM), composto por 23 espécies
vélidas, e a transmissdo associada a carrapatos, com excecao da Rickettsia felis e
Rickettsia akari, sdo transmitidas por pulgas e acaros, respectivamente. Outras
espécies de riquétsias, tais como, Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis ndo estédo
inseridas em nenhum destes dois grupos, sendo considerado um grupo ancestral
(WALKER, 2003).

Em uma classificacdo mais recente proposta para o género Rickettsia, baseada
em analise multigénica, cinco novos grupos foram descritos: 1) grupo do tifo (GT),
composto pelas espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi; 2) grupo da febre

maculosa, representado por mais de vinte espécies; 3) grupo de transi¢do, onde
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estdo inseridas R. akari, R. felis e R. australis; 4) grupo Canadensis, elencado pela
espécie R. canadensis e ; 5) grupo Bellii, representado pela espécie R. bellii e ainda
varios outros genétipos encontrados em insetos (WEINERT et al., 2009).

Sem duavida R. rickettsii € a mais conhecida e letal das riquetsioses, sobretudo
no Brasil. Sua distribuicdo esta restrita as Ameéricas, com registros de casos
confirmados no Canada, Estados Unidos, México, Costa Rica, Panama, Colébmbia,
Brasil e Argentina. Diferentes espécies de carrapatos sdo incriminadas como vetor
nas diferentes regides geograficas. Nos EUA as espécies responsaveis pela
transmissdo sdo Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis e em algumas
localidades também por Rhipicephalus sanguineus. Na América Latina, o principal
vetor € a espécie de carrapato Amblyomma cajennense. No México as espécies
envolvidas na transmissdo de R. rickettsii, além de A. cajennense, sdo R.
sanguineus e Amblyomma imitator (LABRUNA et al., 2011).

No Brasil, apesar de A. cajennense ser o principal vetor, a espécie de
carrapato Amblyomma aureolatum é reconhecida também pela transmissdo de R.
rickettsii na regido metropolitana da cidade de S&o Paulo, onde R. sanguineus
também é implicado como vetor (LABRUNA, 2009).

A bactéria R. rickettsii chega a corrente sanguinea através da secrecao
salivar de carrapatos durante parasitismo, onde infecta células endoteliais do
hospedeiro vertebrado, levando a vasculite, necrose vascular e hemorragias com
consequente ativacdo da cascata de coagulacdo, desencadeando um consumo
destes fatores, levando a coagulacdo intravascular disseminada (CID). Os sinais
clinicos iniciam-se com febre, edema e hiperemia hemorragias nos labios e
extremidades, vomitos, diarréia, anorexia, evoluindo para pustulas e alteracbes
neuroldgicas, sensibilidade dos linfonodos, articulagbes e muasculos (GREENE,
2006). O diagnostico da Febre Maculosa pode ser feito por métodos sorolégicos
(HORTA et al., 2007), moleculares (Reacdo da Cadeia da Polimerase) (KIDD et al.,
2008) e isolamento do agente (LABRUNA et al., 2007a).

A febre Maculosa Brasileira (FMB) foi reportada pela primeira vez na década
de 1920 e atualmente € considerada uma importante doenca reemergente no Brasil
(LABRUNA, 2009). Casos humanos ja foram notificados nos estados do Norte, Sul,
Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2010). Foram noticiados casos confirmados nos
estados de Sao Paulo (HORTA et al.,, 2007), Minas Gerais (VIANNA et al., 2008),
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Espirito Santo (SEXTON et al., 1993), Rio de Janeiro (LAMAS et al., 2008) e Santa
Catarina (ANGERAMI et al., 2009).

Além de humanos, os cdes sdo susceptiveis a infeccdo por R. rickettsii, com
desenvolvimento de febre, anorexia, letargia, depressdo, petéquias e equimoses
cutdneas, epistaxe, conjuntivite e em alguns casos alteracdes neurologicas
(BREITSCHWERDT et al.,1988; LABRUNA et al., 2009). No Brasil, estudos tém
demonstrado que o0s cdes sdo suceptiveis a R. rickettsii brasileira, com
desenvolvimento de sinais clinicos (PIRANDA et al., 2008; LABRUNA et al., 2009),
sugerindo que esta doenca em cdes no Brasil possa ser subdiagnosticada. Em
pesquisa recente no estado do Espirito Santo, observou-se que 7,6% dos cées e
34,8% dos seres humanos eram soros-positivos para alguma espécie de Rickettsia
(SPOLIDORIO et al, 2010). Alguns animais silvestres s&do reservatorios
(hospedeiros amplificadores) dessas bactérias, como os roedores silvestres nos
Estados Unidos e, capivaras e gambas no Brasil (LABRUNA, 2009).

O aparecimento de novas técnicas moleculares e crescente interesse em
zoonoses transmitidas por carrapatos, levaram ao aumento do nimero de espécies
de Rickettsias reconhecidos como potenciais agentes patogénicos. A espécie
Rickettsia parkeri, por exemplo, foi considerada ndo patogénica por mais de 60 anos
(PADDOCK et al., 2004). Diferentemente da infec¢éo por R. rickettsii, a infeccao por
R. parkeri é de sintomatologia branda, caracterizada por uma escara no local da
picada do carrapato e linfadenopatia regional (PADDOCK, 2005).

R. parkeri j4 foi relatada em carrapatos Amblyomma maculatum em nove
estados dos EUA e também no Peru (FORNADEL et al., 2011; FLORES-MENDOZA
et al., 2013). Na Argentina e Uruguai foi detectada na espécie Amblyomma triste
(VENZAL, 2004; NAVA et al., 2008; CICUTTIN; NAVA, 2013) e Amblyomma tigrinum
na Bolivia (TOMASSONE et al., 2010).

No Brasil, diferentes cepas de R. parkeri foram registradas: a amostra
COOPERI foi isolada de carrapatos da espécie A. dubitatum de Pedreira, estado de
Sédo Paulo (LABRUNA et al., 2004); a amostra NOD foi isolada de carrapatos
Amblyomma nodosum da regido do Pontal do Paranapanema, estado de Sao Paulo
(OGRZEWALSKA et al., 2009); uma cepa, até entdo, idéntica a cepa Maculatum foi
isolada de carrapatos A. triste (amostra at24) de vida livre de Paulicéia, estado de
S&o Paulo e no estado do Mato Grosso do Sul (SILVEIRA et al., 2007; NIERI-

BASTOS et al.,, 2013); e mais recentemente, uma nova cepa de R. parkeri
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denominada de amostra Mata Atlantica foi descrita causando doenga em humanos
nos estados de Sao Paulo e Bahia (SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2011).
Posteriormente a mesma cepa foi detectada em carrapatos A. ovale no estado de
Sé&o Paulo por Sabatini et al. (2010) e em A. aureolatum, A. ovale e R. sanguineus
em Santa Catarina (MEDEIROS et al., 2011). Além disso, evidéncias soroldgicas de
infeccdo por R. parkeri em cées foram relatadas no Brasil (HORTA et al., 2007;
LABRUNA et al., 2007b; SAITO et al., 2008).

No Brasil, até o presente, 0s Unicos casos humanos comprovados de
riquetsiose causado por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) no Brasil sdo de S&o Paulo
(SPOLIDORIO et al., 2010) e da Bahia (SILVA et al., 2011). Ambos os casos foram
clinicamente semelhantes, apesar do paciente do caso relatado no Estado da Bahia
ter apresentado sintomas mais severos da riquetsiose. Acredita-se que essa nova
cepa de R. parkeri esteja largamente distribuida por todo o bioma Mata Atlantica e a
espécie de carrapato envolvida na transmissdo possivelmente seja, primariamente,
Amblyomma ovale (SZABO et al., 2013), com alguma participacéo secundaria de A.
aureolatum em Santa Catarina (MEDEIROS et al., 2011).

Candidatus Rickettsia andeanae, é uma Rickettsia que ainda nao foi
completamente caracterizada e de acordo com as diretrizes do Comité Internacional
de Sistematica Bacteriologica, bactérias que ndo séo cultivadas e criopreservadas
devem ser classificadas como Candidatus (MURRAY; STACKEBRANDT, 1995).
Candidatus R. andeanae foi descrita inicialmente durante um inquérito
epidemiologico apos surto de febre no norte do Peru onde ocorreram duas mortes
com bactérias do género Rickettsia como possiveis agentes (BLAIR et al., 2004a). A
primeira deteccdo molecular foi em A. maculatum, Ixodes boliviensis e Rhipicephalus
sanguineus coletados de equinos, bovinos e cdes no noroeste do Peru (BLAIR et al.,
2004b; JIANG et al., 2005; FLORES-MENDOZA et al., 2013). Além disso, os autores
constataram a coinfeccdo deste novo agente com R. parkeri, em carrapatos da
espécie A. maculatum (FORNADEI et al., 2011; FLORES-MENDOZA et al., 2013).
Na América do Sul, os registros sdo para a Argentina em carrapatos das espécies
Amblyomma parvum e A. pseudoconcolor (PACHECO et al., 2007; TOMASSONE et
al., 2010b), em A. triste no Chile (ABARCA et al.,, 2012) e A. parvum no Brasil

(informacéo verbal)®.

! Informacdo fornecida Fernanda Nieri-Bastos em 2013.
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Os cdes domésticos sdo excelentes sentinelas, ja que sdo susceptiveis a
bactérias do género Rickettsia que podem acometer humanos que estdo com
frequéncia expostos a potenciais vetores. (CLEAVELAND et al., 2006). Em canideos
silvestres hé relatos soroldgicos de infeccao por Rickettsia em chacais (Canis aureus
syriacus) em lIsrael (WANER et al., 1999), coiotes (Canis latrans) na Coréia
(CAMER; LIM, 2008) e em guaxinins (Procyon lotor) nos EUA (BISCHOF; ROGERS,
2005).

3.2.2.Ehrlichia spp.

A erliguiose € uma doenca causada por uma bactéria gram-negativa
intracelular obrigatéria (DUMLER et al., 2001) que infecta animais e o homem, de
distribuicdo global, (SKOTARCZAK, 2003). As bactérias do género Ehrlichia, foram

divididas em trés gendtipos. O gendtipo “I” é constituido pelas espécies E. canis, E.
chaffeensis e E. ewingii; genétipo “II” que inclui E. phagocytophila, E. equi e genoétipo
‘", que inclui E. sennetsu e E. risticii, causadoras da erliquiose granulocitica
humana (SKOTARCZAK, 2003). No Brasil, sédo relatadas as espécies E. canis e E.
chaffeensis (ALMOSNY, 1998; MACHADO et al., 2006; LABRUNA et al., 2007b),
sendo a E. canis de maior prevaléncia nos cdes (ALMOSNY, 1998; TRAPP et al.,
2006; AGUIAR et al., 2007a) e detectada frequentemente nos carrapatos da espécie
Rhipicephalus sanguineus (AGUIAR et al., 2007a; SOUZA et al., 2010).

Essas bactérias podem causar duas doencas distintas, a Erliquiose
monocitica (EM) e Ehrliquiose granulocitica (EG), acometendo tanto cdes quanto
humanos (WALKER; DUMLER, 1997; SKOTARCZAK, 2003). A EG é causada pela
E. phagocytophila (reclassificada como Anaplasma phagocytophilum). Outras
espécies, como E. ewingii, também estdo associadas a EG em cdes e humanos
(SKOTARCZAK, 2003). A EM é causada por E. canis (em cées) e E. chaffeensis (em
humano), transmitida pela picada do carrapato Rhipicephalus sanguineus e
Amblyomma americanum, respectivamente (SKOTARCZAK, 2003). Esta foi
primeiramente descrita no Brasil em 1970, sendo o isolamento obtido somente em
2002 e o principal vetor deste agente no pais é o carrapato Rhipicephalus
sanguineus (DANTAS-TORRES, 2008a).
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No Brasil € considerada uma doenca amplamente distribuida (DANTAS-
TORRES, 2008a), com alta casuistica em céaes (41,3%) (LABRUNA et al., 2007b)
Espirito Santo (SPOLIDORIO et al., 2010).

Na América do Sul a erliguiose humana ja foi constatada por diagnostico
molecular na Venezuela sendo as espécies E. canis e E. chaffeensis responsaveis
pela infeccdo (PEREZ et al., 2006; MARTINEZ et al., 2008).e também ha evidéncias
sorologicas da circulacdo de erliquiose na Argentina e no Chile (RIPOLL et al., 1999;
LOPEZ et al., 2003). No Brasil ha relatos de seres humanos positivos em
sorodiagnodstico em Minas Gerais (CALIC et al., 2004) e no Espirito Santo
(SPOLIDORIO et al., 2010), utilizando-se antigenos de E. chaffeensis.

E. canis ja foi relatada em estudos sorolégicos em canideos selvagens como
a raposa vermelha (Vulpes vulpes) (FISHMAN et al., 2004), que sao consideradas
possiveis reservatorio dessas bactérias nos EUA (GREENE, 2006). E. chaffeensis ja
foi relatada em coiotes nos EUA (KOCAN et al., 2000). Evidéncias sorologicas da
infeccdo por Ehrlichia spp. ja foram encontradas em chacais (ALEXANDER, 1994) e
coiotes (PARAS et al., 2012). Em estudo envolvendo infec¢cdo experimental por E.
chaffeensis, a raposa vermelha (Vulpes vulpes) foi susceptivel a esse agente,
enquanto a raposa cinzenta (Urocyon cinereoargenteus) foi refrataria a infeccéo
(DAVIDSON et al., 1999). Outra espécie de Ehrlichia que tém como reservatério
animais silvestres é a E. ruminantium (=Cowdria ruminantium) que infeta ruminantes
na Africa (WALKER; OLWAGE, 1987) e que apresenta seqiiéncia génica de
proteinas externas de membrana semelhante a E. canis, E. chaffeensis e A. platys
(antiga E. platys) (DUMLER et al.,, 2001). E. ruminantium infecta ruminantes
silvestres e domésticos na Africa e nas Ilhas do Caribe (ALLSOPP, 2010), sendo
considerada um agente zoondtico, baseado em diagnéstico molecular em casos de
Obito por erliquiose (LOUW; ALLSOPP; MEYER, 2005).

Jé foi relatada a transmissao por aproximadamente 20 espécies de carrapatos
do género Amblyomma, principalmente por A. variegatum e A. hebraeum na Africa
(BARRE; UILENBERG, 2010). As espécies de A. maculatum e A. cajennense
demonstraram capacidade de transmissdo em condi¢cOes laboratoriais, mas até hoje
nao foram implicados como vetores (WALKER; OLWAGE, 1987). O diagnostico de
erliguiose é baseado em esfregaco sanguineo, citologia corada pelo corante
Giemsa, sorologia, cultura de organismos, imunoaglutinagdo e PCR (GREENE,
2006; DANTAS-TORRES, 2008a)
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3.2.3 Anaplasma spp.

Anaplasmose € uma doenca que acomete animais e humanos causada por
bactérias intracelulares obrigatérias que infectam principalmente células
granulociticas (DUMLER et al., 2001). Existem varias espécies de importancia
veterinaria como Anaplasma (Ehrlichia) bovis e Anaplasma marginale em bovinos
(BARROS et al.,, 2005; BARR; UILENBERG, 2010), Anaplasma platys em cées
(DANTAS-TORRES, 2008a) e Anaplasma phagocytophilum em caes, humanos,
gatos e cavalos (WALKER; DUMLER, 1997; SKOTARCZAK, 2003; GREENE, 2006).
Anaplasma phagocytophilum (= Ehrlichia phagocytophila) é uma bactéria de carater
zoonatico, transmitida por carrapatos do género Ixodes (WALKER; DUMLER, 1997;
OHASHI et al., 2005), infectando neutrdéfilos e causando a doencga conhecida como
erliqguiose granulocitica (EG) com distribuicdo principalmente no hemisfério norte
(WALKER; DUMLER, 1997; SKOTARCZAK, 2003), onde a raposa cinzenta
(Urocyon cinereoargenteus) € considerada reservatério por apresentar alta
freqiéncia de ocorréncia de (51%) de animais soros-positivos (GABRIEL et al.,
2009). Em cées os sinais de EG séao inespecificos e incluem anorexia, letargia,
febre, vOmito, anemia cronica e poliartrite (SKOTARCZAK, 2003).

Na América do Sul, A. phagocytophilum ja foi encontrada através da técnica
de PCR na Venezuela e no Brasil, onde a anaplasmose considerada mais
importante para cdes € a causada pela A. platys, amplamente distribuida e
geralmente associada a infec¢cdes concomitantes com outros patégenos, como E.
canis e Babesia canis vogeli.

O vetor da A. platys ainda ndo esta bem elucidado, mas a possibilidade do
Rhipicephalus sanguineus estar envolvido na transmissdo vem sendo estudada
(DANTAS-TORRES, 2008a). A. phagocytophilum foi relatada em raposa vermelha
(Vulpes wvulpes), na Itdlia (EBANI et al., 2011) e raposa cinzenta (Urocyon
cinereoargenteus) nos EUA (GABRIEL et al., 2009).

O diagnoéstico é realizado por testes soroldgicos, cultura celular, PCR ou
visualizacédo direta em esfregaco de sangue periférico (GREENE, 2006; DANTAS-
TORRES, 2008a).
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3.2.4 Candidatus Midichloria mitochondrii

Andlises filogenéticas baseadas no gene 16S rDNA indicam que as bactérias
filogeneticamente semelhantes a Ca. Midichloria mitochondrii representam um novo
clado que revela uma nova familia na ordem Rickettsiales (RODRIGUEZ-
EZPELETA; EMBLEY, 2012; MONTAGNA et al., 2013).

Pesquisas realizadas na ultima década sugerem que Ca. Midichloria
mitochondrii seja apenas “a ponta do iceberg” no que se refere a um novo grupo de
bactérias intracelulares. A linhagem de bactérias filogeneticamente semelhantes a
Ca. Midichloria mitochondrii estédo associadas a diferentes hospedeiros, como como
carrapatos, pulgas ciliados, amebas, cnidarios, esponjas, peixes e humanos
(MONTAGNA et al., 2013). A bactéria Ca. Midichloria mitochondrii j& foi descrita em
12 espécies diferentes de carrapatos ixodideos (WILLIANS-NEWKIRK et al., 2012).
Na Europa, estd associada ao carrapato Ixodes ricinus, importante vetor para uma
série de doencas na regido. Nao se conhece o efeito deste parasita em humanos
(MARICONTI et al., 2012).

3.2.5 Babesia spp.

A babesiose é uma doenca mundialmente distribuida, causada por
hemoprotozoarios do género Babesia, familia Babesiidae, ordem Piroplasmida e Filo
Apicomplexa (IRWIN, 2009), que infectam eritrécitos levando a hemolise das
hemacias (ALMOSNY, 2002; TABOADA; LOBETTI, 2006). A transmissdo é
geralmente associada a carrapatos ixodideos, sendo Babesia canis canis transmitida
pela espécie Dermacentor reticulatus, Babesia canis rossi pelo Haemaphysalis
leachi, e a Babesia canis vogeli por Rhipicephalus sanguineus (TABOADA,
LOBETTI, 2006; IRWIN, 2009).

Diversas espécies sao susceptiveis a infeccao por Babesia spp. Em humanos
pode causar doenca febril aguda, frequentemente confundida com malaria, e por

vezes fatal (ALMOSNY, 2002). No caso dos humanos, a infeccdo por espécies como
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Babesia microti e Babesia divergens causam babesiose (TABOADA; LOBETTI,
2006). No Brasil ha somente um relato com diagnéstico parasitologico de babesiose
humana, porém sem confirmacao molecular (ALECRIM et al., 1983).

Em canideos a espécie responsavel pela infeccdo é Babesia canis, que
recentemente foi subdividida em trés subespécies geneticamente distintas, baseado
em analises moleculares: B. canis canis; B. canis rossi; e B. canis vogeli
(ALMOSNY, 2002; IRWIN, 2009). No Brasil, a espécie mais prevalente em caes € a
B. vogeli (PASSOS et al., 2005; TRAPP et al., 2006; COSTA-JUNIOR et al., 2009). A
infeccdo por Babesia spp. ja foi relatada em raposa vermelha (Vulpes vulpes),
raposa cinzenta (Urocyon cinereoargenteus) na América do Norte (BIRKENHEUER
et al., 2010), cées selvagens africanos (Lycaon pictus) (MATJILA et al., 2008). No
Brasil h4 relatos em raposas Lycalopex vetulus e L. gymnocercus (RUAS et al.,
2003), em lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (SERRA-FREIRE et al., 1993) e
cachorro do mato (Cerdocyon thous) (PARAENSE; VIANNA, 1948). Evidéncias
sorologicas jA foram detectadas em cachorros do mato e cachorros vinagre
(Spheotos venaticus) de cativeiro (ANDRE et al., 2011) Ha um relato de um lobo
guara também de cativeiro, mantido nos EUA que desenvolveu severa anemia
decorrente de babesiose (PHAIR et al., 2012)

A infeccdo experimental com Babesia gibsoni foi realizada em filhotes de
coiote (Canis latrans), que apresentaram mucosas palidas e esplenomegalia. Um
deles apresentou depressao e anorexia. Os sinais clinicos leves, juntamente com o
alto nivel e longa duracdo da parasitemia, 0s coiotes poderiam servir como
reservatério (EVERS et. al., 2003).

No Brasil, lobo-guaréa foi reportado com leves altera¢cdes hematolégicas com
exame parasitolégico compativel com parasitas do género Babesia (CANSI et al.,
2012).

Até hoje ndo ha diagnostico molecular de babesiose em canideos silvestres,
usualmente o diagnostico € feito por visualizacdo microscopica em esfregaco de
sangue periférico ou técnicas sorolégicas (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006;
DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006; TABOADA; LOBETTI, 2006).
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3.2.6 Hepatozoon spp.

O género Hepatozoon compreende mais de 300 espécies de protozoarios
pertencentes ao filo Apicomplexa (ALMOSNY, 2002; EWING; PANCIERA, 2003) que
acometem grande variedade de animais domésticos e  silvestres
(VICENTJOHNSON; MACINTIRE; BANETH, 2003). A hepatozoonose canina é
causada por duas diferentes espécies, Hepatozoon canis e H. americanum (EWING;
PANCIERA, 2003; VICENT-JOHNSON et al., 2003). No Brasil a principal espécie é
Hepatozoon canis (O'DWYER, 2011).

A infecg&o ocorre pela ingestao do carrapato contendo oocistos maduros em
sua hemocele (ALMOSNY, 2002; DANTAS-TORRES, 2008a). As espécies de
carrapatos associadas a transmissdo de Hepatozoon no Brasil sdo: Rhipicephalus
sanguineus. Amblyomma aureolatum, A. ovale e A. cajennense (O'DWYER et al.,
2001; FORLANO et al., 2005; RUBINI et al., 2008).

Nos Estados Unidos a hepatozoonose canina € causada pela espécie
Hepatozoon americanum transmitida pelo carrapato Amblyomma maculatum
(EWING; PANCIERA, 2003; GREENE, 2006). Aléem da diferenca genética entre H.
canis e H. americanum, também ha diferencas na fisiopatologia de cada agente.
Estes dois protozoérios infectam leucdcitos e sdo observados nas formas de
gamontes nestas células, a fase de merogonia e gamogonia ocorrem em monaocitos
nas infeccbes por H. americanum, e em neutréfilo por H. canis. Outra diferenca esta
nas formas de merontes, que apresentam morfologia e localizacdo distintas entre
essas espécies (EWING; PANCIERA, 2003).

No Brasil a hepatozoonose foi primeiramente relatada em 1970 no estado do
Rio de Janeiro (MASSARD, 1979), e recentemente tem sido diagnosticada por
andlises moleculares e sorolégicas em caes do estado de S&o Paulo (GONDIM et
al., 1998; RUBINI et al., 2008), Espirito Santo (SPOLIDORIO et al., 2009, 2010),
Minas Gerais (MUNDIM et al.,, 1992; MUNDIM et al.,, 2008), Rio de Janeiro
(FORLANO et al., 2007) e Rio Grande do Sul (MASSARD, 1979). A espécie
prevalente no Brasil € H. canis, que demonstra baixa patogenicidade nos caes
domésticos (RUBINI et al., 2005).

A hepatozoonose acomete cédes (PALUDO et al., 2005), gatos (METZGER et
al., 2008), e animais silvestres tais como chacais e hienas (CARLTON; MCGAVIN,
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1998). Sua manifestacdo clinica pode variar desde sinais inaparentes
(assintomatico), principalmente em animais silvestre (RUBINI et al., 2006) quanto a
anorexia, diarréia, alteracdes pulmonar, hipertermia, anemia e apatia ou prostracao
em animais domeésticos (GONDIM et al., 1998; MUNDIM et al., 2008).

Atualmente, hepatozoonoses sdo comumente diagnosticadas em canideos
silvestres em todo mundo, tais como o céo silvestre africano (Lycaon pictus)
(MATJILA et al., 2008), raposa vermelha (Vulpes vulpes) (GIMENEZ et al., 2009),
coiote (Canis latrans) (DAVIS et al., 1978; MERCER et al., 1988; KOCAN et al.,
1999), chacal de dorso negro (Canis mesomelas) (McCULLY et al., 1975).

No Brasil, infec¢cdes causadas por Hepatozoon, foram diagnosticadas em
lobo-guara (Cerdocyon brachyurus), raposa do campo (Lycalopex vetulus), cachorro-
vinagre (Speothos venaticus) (ANDRE et al., 2010), e no cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) nos estados de Sdo Paulo e Espirito Santo (ALENCAR;
KOHAYGAWA; SANTAREM, 1997; ANDRE et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013) e
Rio Grande do Sul (CRIADO-FORNELIO et al., 2006).

O diagnéstico de hepatozoonose € baseado nos sintomas clinicos,
visualizacdo dos gamontes parasitando leucdcitos (parasitolégico de sangue),
biopsia de musculos contendo o parasita em estagio de merogonia,
imunohistoquimica, sorologia e PCR (EWING; PANCIERA, 2003; KARAGENC et al.,
2006; LI et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 METODOS DE CAMPO

4.1.1 Area de estudo

O Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) esta situado na regiao
sudoeste do Estado de Minas Gerais, entre 2000° — 23°00’'S e 46 15’ - 47°00' W
(Figura 1). Foi criado em 1972, pelo Decreto de Lei n.° 70.355, possui uma area total
de 2.000 km?, contudo apenas uma area de 715 km? vem sendo manejada como
Unidade de Conservagéo de Protecédo Integral.

O PNSC se encontra no bioma Cerrado, em uma regido de transicdo com a
Mata Atlantica do interior. A atividade econdémica primaria é a criagcdo de gado, para
produgcédo artesanal de queijo (IBDF/FBCN 1981, IBAMA 2004), em pequenas
propriedades rurais de 100 hectares ou menos, onde a alteracdo de habitat é
evidente por conta das pastagens exéticas (PAULA, 2002). Os ultimos 10 anos

foram marcados pelo aumento do turismo regional e a diversificacdo da economia.

4.1.2 Coleta de sangue e pesquisa de ectoparasitas em lobos-guara

Os lobos-guara foram capturados utilizando 14 armadilhas do tipo Box de
desarme independente durante os anos de 2005 e 2012 (Figura 2) Os locais de
armadilhamento foram selecionados a partir da presenca de vestigios como rastros
e fezes, e das observacdes diretas de lobos. As armadilhas foram iscadas com

frango cozido e sardinha, e inspecionadas diariamente.
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Figura 1 - Parque nacional da Serra da Canastra - Minas gerais - Brasil
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Fonte: IBAMA-MMA, Setembro de 2013.

Os animais foram imobilizados quimicamente com uma aplicacao
intramuscular de tiletamina-zolazepan (Zoletil® Virbac do Brasi), examinados,
marcados com um brinco numerado e equipados com um radio-colar com tecnologia
VHF ou GPS. Durante a avaliacao clinica os lobos-guara foram inspecionados
guanto a presenca de carrapatos. A coleta foi realizada de forma manual e aleatéria
em relacdo a regido do corpo onde o0s ectoparasitas forem encontrados. Os
carrapatos coletados foram conservados em frascos de vidro herméticos, contendo

alcool 70°GL e devidamente identificados.
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A coleta de sangue foi realizada através de puncéo da veia cefélica em tubos
Vacuntainer® com anticoagulante (EDTA) e sem anticoagulante, para obtencao de
soro por centrifugacdo. Uma aliquota de 0,5 ml de sangue total e uma aliquota de
0,5 ml de soro foram fracionadas em criotubos, identificadas, congeladas e trazidas
para analise no laboratorio de Doencgas Parasitarias do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal, FMVZ-USP.

Figura 2. Armadilha do tipo box, de desarme independente.

Lobo guaréa capturado em armadilha tipo box, antes da contencdo quimica.

Fonte: Rocha, F. L., Junho de 2010

Os procedimentos de captura e manipulagdo dos animais seguiram as
recomendacdes do guia da Sociedade Americana de Mastozoologia para uso de
mamiferos selvagens em pesquisa (GANNON et al., 2007) e do guia de tratamento
de animais em pesquisa (ANIMAL BEHAVIOUR, 2006). A captura e coleta de
amostras biolégicas dos carnivoros selvagens estao licenciadas pelo Instituto Chico
Mendes de Biodiversidade (ICMBIo).
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Figura 3. Coleta de carrapatos durante contencéo quimica de lobo guara
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Observa-se 0 parasitismo por Amblyomma tigrinum proximo as orelhas, regido onde os ectoparasitas
sdo encontrados com frequéncia.
Fonte: Gambarini,A., Junho de 2013.

4.1.3 Coleta de sangue em caes domésticos

ApGs autorizacdo dos proprietarios, cdes domésticos foram submetidos a
contencdo fisica, sem necessidade de sedacdo, para a realizacdo da coleta de
sangue, através de puncdo de veia cefalica em tubos Vacuntainer® com
anticoagulante (EDTA) e sem anticoagulante, para obtencdo de soro por
centrifugacdo. Uma aliquota de 0,5 ml de sangue total e uma aliquota de 0,5 ml de
soro foi fracionada em criotubos, identificadas, congeladas e trazidas para analise no
laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saulde
Animal/USP. Os locais de coleta dos cdes domésticos podem ser observados na

Figura 8.
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Figura 3. Coleta de sangue de cades domesticos.

Contencdo fisica para coleta de sangue de cdo através de puncéo de veia cefalica
Fonte: Rocha, F.L.

4.2 METODOS LABORATORIAIS

4.2.1. Identificagdo dos carrapatos

A identificag@o das espécies dos carrapatos foi realizada nos estagios adultos
segundo Aragao e Fonseca (1961) e Barros-Battesti et al. (2006) e no estagio ninfal
segundo Martins (2009). As larvas foram classificadas ao nivel de género segundo
Barros-Battesti et al. (2006).

4.2.2 Extracdo de DNA de carrapatos

Os carrapatos foram acondicionados em microtubos de 1,5 ml para a extracao

de DNA conforme previamente descrito por Sangioni et al. (2005).
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4.2.3 Extracao de DNA de sangue

A extracdo de DNA das amostras de sangue de lobo guara foi realizada
através do kit comercial Qiagen (DNeasy Tissue and Blood Kit®, Qiagen,
Chatsworth, CA), conforme instru¢des do fabricante. As amostras foram eluidas em
100 pl de tampéo TE.

4.2.4. Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

As amostras de DNA obtidas de lobo guard foram testadas individualmente
para pesquisa de DNA de Anaplasma spp, Babesia spp, Ehrlichia spp., Hepatozoon

spp.e Rickettsia spp, conforme descrito abaixo.

4.2.4.1 Pesquisa de Anaplasma spp.

Para a deteccao de bactérias da familia Anaplasmataceae, cada amostra de
DNA foi testada com um par de primers denominados GE2'F2" senso e HE3 anti-
senso, que possuem como alvo o gene 16S rDNA e produzem um amplicon de
360pb (ANDERSON et al., 1992; BREITSCHWERDT et al.,1988). O protocolo de
PCR utilizado foi o mesmo feito por Spolidorio et al. (2009).

4.2.4.2 Pesquisa de Babesia spp.

Para deteccdo do género Babesia foi realizado uma primeira PCR (BAB1)
com os primers BAB-33-57 senso e BAB-432-409 anti-senso, correspondentes as
regides conservadas do gene 18S rRNA que produzem um amplicon de 370pb,

conforme previamente estabelecido (SPOLIDORIO et al., 2009). Para confirmacéo
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das amostras positivas utilizou-se um novo par de primers (BAB-143-167 senso e
BAB-694-667) com um amplicon de 551pb no mesmo gene alvo 18S rDNA,
conforme previamente descrito (ALMEIDA et al., 2013) (Tabela 1).

4.2.4.3 Pesquisa de Ehrlichia spp.

Para a deteccéo de Ehrlichia spp, cada amostra de DNA foi testada com um
par de primers, DSB-330 senso e DSB-720 anti-senso para o gene dsb (DOYLE et
al., 2005) Com o objetivo de aumentar a sensibilidade diagnostica do teste, as
amostras foram testadas pela técnica de Nested-PCR para o gene dsb,
previamenete descrito (LABRUNA et al., 2007b) e EHR16SD senso e EHR16SR
anti-senso para o gene 16S (INOKUMA;RAOULT; BROUQUI, 2000) conforme
descrito por Aguiar et al. (2007a).

4.2.4.4 Pesquisa de Hepatozoon spp.

Para deteccédo de DNA de Hepatozoon spp, foram utilizados os primers HEP-
1mod senso e HEP-4 anti-senso (HEP1), que amplificam um fragmento de cerca de
670- pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon spp (CRIADO-FORNELIO et al., 2006),
conforme protocolo previamente adaptado em nosso laboratério (SPOLIDORIO,
2009). Nas amostras positivas, para melhor caracterizacdo genética do agente, foi
realizado nova andlise de PCR (HEP2) com novos pares de primers denominados
HEP-144-169 senso e HEP-743-718 anti-senso (Tabela 1).
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Para pesquisa de Rickettsias, cada amostra de DNA foi submetida a PCR

utilizando-se oligonucleotideos de alta sensibilidade (“primers”) denominados CS-78

senso (“Forward”) e CS-323 anti-senso (‘reverse”), que amplificam um fragmento do

gene citrato sintase (gltA), presente em todas as espécies de Rickettsia (LABRUNA

et al., 2004). As amostras positivas na primeira reacdo foram submetidas a uma

nova reacdo com um par de primers (Rr190.70psenso e Rr190.602n anti-senso) que

amplificam um fragmento de 532pb do gene da proteina externa de membrana
190kDa (OmpA), restrito ao grupo da Febre Maculosa (REGNERY; SPRUIL;

PLIKAYTIS, 1991).

Quadro 1 Primers utilizados na Reacéo de Polimerase em Cadeia (PCR)

primers e gene Especificidade Seqliéncia dos primers (5" — 3’) Tamanho Referéncia
alvo (pb)
gltA Rickettsia Labruna et al., 2004
CS-78 F- GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401-pb
CS-323 R- GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
OmpA Grupo da Febre Regnery et al., 1991
Maculosa Eremeeva et al. 2006

Rr190.70 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 532-pb
Rr190.602 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
Rr 190. 701 GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 630-pb

Anaplasmataceae Breitschwerdt et al.,
16S 1998
GE2 F- GTTAGTGGCAGACGGGTGAGT 360-pb
HE3 R- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT
18S Babesia
BAB 33-57 F- GCCAGTAGTCATATGCTTGTCTTAA 370-pb Spolidorio et al., 2009
BAB 432-409 R- TTCCTTAGATGTGGTAGCCGTTTC
BAB2 143-167 F- CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 551-pb Almeida et al., 2013
BAB2 694-667 R- GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG
18S Hepatozoon
HEP2 144-169 F- GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 574-pb Almeida et al., 2013
HEP2 743-718 R- ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG
Dsb Ehrlichia
DSB-330 F- GATGATGTTTGAAGATATSAAACAAAT 401-pb Doyle et al., 2005
DSB-720 R- CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC
DSB-380 F- ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 349-pb Almeida et al., 2013
16S Ehrlichia
EHR16SD F- GGTACCYACAGAAGAAGTCC 345-bp Inokuma et al., 2000
EHR16SR R- TAGCACTCATCGTTTACAG
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4.2.4.6 Analise dos produtos de PCR

As preparagdes de DNA (DNA genomico e DNA amplificado por PCR foram
acrescidas de tampdo de amostra e submetidas a eletroforese em gel de agarose
(1,5 a 2%) em tampdo TBE a 50 V/100 mA. Como marcadores de tamanhos
moleculares foram utilizados Ladder 100 bp (MBI Fermentas). Apds a eletroforese,
os géis foram corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (0,5 ug/ml) e fotografados

em transiluminador de luz U.V.

4.2.5 Sequenciamento

As amostras positivas foram purificadas utilizando-se ExoSAP-IT
(USB®Corporation) conforme instrucdes do fabricante (4 pl de ExoSAP e 10 ul de
produto amplificado), e, submetidas ao sequenciamento de DNA utilizando o “Kit Big
Dye Terminator 3.1”, de acordo com especificacbes do fabricante (4ul de DNA
purificado — concentragdo maxima de 100 ng, 1ul de &gua Mili Q, 0,75 ul de “Big

Dye”, 1ul de oligonucleotideos iniciadores especificos senso e anti-senso (5
pmoles/ul), e 3,25 pl de “save money”), em sequenciador automatico (Applyed
Biosystem, Foster,CA), disponivel no Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva e Saude Animal - FMVZ/USP, seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.2.6 Sorologia para Rickettsia spp

Os soros sanguineos de lobos-guara e cdes domésticos foram processados
individualmente pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
(CAMARGO, 1964) utilizando-se antigenos de R. rickettsii, R. parkeri, R. felis, R.
rhipicephali, R. amblyommii e R. bellii, cultivados pelo laboratério de Parasitologia do
Departamento de Medicina Veterinaria e Preventiva e Saude animal da FMVZ-USP,

foi realizada seguindo a metodologia descrita segundo Horta et al. (2004).
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Os soros reativos na diluicdo 64 para qualquer espécie de Rickettsia foram
testados em diluigbes seriadas (64, 128, 256, 512, 1024, 2048...) para determinacéo
do titulo final de reatividade. A amostra que demonstrou para uma determinada
espécie de Rickettsia um titulo quatro vezes maior que a outra espécie testada, foi
considerada homologa para a primeira espécie de rickettsia, conforme padrdes
previamente definidos (HORTA et al., 2004).

4.2.7 Sorologia para Ehrlichia canis

A RIFI utilizando antigeno de Ebhrlichia canis isolado em células DH82 e
também cultivado em nosso laboratério foi aplicada as amostras de lobo guard,
seguindo os métodos descritos por Aguiar et al. (2007b) utilizando conjugado anti-

IgG total de cdo doméstico O valor de corte determinado foi 1/80.

4.3 ANALISE DE DADOS

Foram considerados positivos 0s animais nos quais a presenca do DNA do
parasita foi detectada por analise molecular ou quando foram identificados
anticorpos contra o parasita na analise sorologica, porém as analises foram
realizadas separadamente para cada metodologia. Os animais foram considerados
livres de contato e/ou infec¢@o nos casos em que 0s exames soroldgicos e
moleculares foram negativos. A ocorréncia das infec¢cdes foi obtida através da
divisdo do nimero de amostras positivas pelo niumero de individuos amostrados.
Cada animal amostrado, inclusive recapturas, foi considerado como individuos
independentes nas analises estatisticas. A ocorréncia de cada patdgeno testado foi
comparada entre e area de vida dos lobos-guara, usando testes qui-quadrado (°) e
o0 teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.

As frequéncias de positividade por patdgenos transmitidos por carrapatos

serdo confrontados com o tipo de area de uso com o intuito de estabelecer relacdes
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significativas entre os parasitos em questao e o contato com ambientes silvestres ou
domésticos (propriedades rurais com animais domésticos).

Todas as analises estatisticas foram efetuadas no programa SPSS 9.0. O
nivel de significancia (p) para todas as analises foi de 5%.

4.3.1 Determinacgdo de area de vida

Treze lobos guard foram equipados com colares radiotransmissores VHF
(164-166 MHz), para a realizagao do monitoramento, obtendo triangulagbes em solo
sem bases fixas, percorrendo estradas internas e externas do PNSC. Cada
triangulacdo foi obtida a partir de dois ou mais angulos coletados em diferentes
pontos. Cinco lobos guarad foram equipados com colares GPS, que armazenam
coordenadas geograficas, eliminando a necessidade de se realizar as triangulacdes
por terra e fornece localizagdes mais confiaveis e precisas que os colares VHF.

Para os animais com colares de VHF, as localizacbes foram obtidas
utilizando-se o Programa LOAS (Location Of A Signal / Ecological Software
Solutions, Inc.) e as mesmas foram plotadas em um mapa do PNSC. Utilizando-se o
Programa Arc View 3.2 e uma de suas extensées (Animal Movement), as areas de
vida foram entdo estimadas pelo método do Minimo Poligono Convexo (MPC). O
método do MPC utiliza todas as localizacdes do animal para desenhar o menor
poligono convexo possivel, assumindo assim que 0s animais usam todas as partes
de sua area de forma igual. O critério adotado para a determinacédo da area de uso
dos lobos guara foi baseado na relagéo entre o MPC e a linha limitrofe do parque.

4.3.2 Analise Filogenética

As sequéncias obtidas para os diferentes grupos de patdgenos e genes foram
alinhadas com diversas sequéncias disponiveis no GeneBank. O alinhamento das
sequéncias foi realizado com o programa ClustalX (THOMPSON et al.,, 1997) e
ajustado manualmente no programa GeneDoc v. 2.6.01 (NICHOLAS et al., 1997).As
analises filogenéticas foram inferidas pelo método de Maxima Parciménia (MP)
(SWOFFORD et al.,, 1996). As arvores de MP foram construidas utilizando o
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programa PAUP* v. 4.0b10 (SWOFFORD, 1998). Devido ao numero de taxa, a
andlise foi feita utilizando—se algoritmos heuristicos para a busca da &arvore mais
parcimoniosa. A opcdo padrdo do PAUP foi utilizada. Os métodos de Parciménia
procuram a arvore que minimize o niumero de passos (substituicdo de nucleotideos
ou aminodcidos) para explicar os padrdes observados nos dados. A fim de
determinar os valores que apoiam cada braco da arvore filogenética utilizamos o
método estatistico “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985). Assim, quanto maior o
namero de vezes que um determinado braco ocorre na estimativa, maior é a
confianca da existéncia deste braco. A matriz de similaridade foi construida
utilizando o] programa Poit Replacer V. 2.0

(http://www.geocities.com/alvesjmp/software.html).
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5 RESULTADOS

5.1 AMOSTRAGEM DE LOBOS GUARA E CAES

Entre 2005 e 2012 obteve-se um esfor¢co de captura de 640 armadilhas/noite
por ano amostrado e foram realizadas 104 capturas de lobos guara, sendo 50
diferentes individuos e 54 recapturas. Foram coletados carrapatos de 94 individuos
e 10 ndo apresentaram ectoparasitos. Amostras de sangue de 67 individuos e
amostras soroldgicas de 87 individuos foram coletadas. Devido a dificuldade de
obtencdo de amostras por condicbes adversas dos animais no momento da
contencdo quimica, ndo possivel a obtencdo de material biolégico de todos os lobos
guara capturados. Além disso, foram amostrados 210 cdes das propriedades rurais
adjacentes ao PNSC (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de individuos e amostras biolégicas obtidas

Sangue Total/* Soros/* Carrapatos/*
Lobo-guara 67/37 87/47 94/104
Cdes - 210/210 -
Total 67/37 297/257 94/104

* nimero total de individuos amostrados para cada material bioldgico

5.2 Carrapatos em lobos-guara

Foram colhidos e identificados 1206 carrapatos, sendo 72 larvas, 189 ninfas e
945 carrapatos adultos sobre lobos guara (N=104), de acordo com Tabela 2. Dos
104 lobos guara capturados e examinados, 90,3% (94) estavam parasitados por
carrapatos. Carrapatos adultos representaram 78,36% dos carrapatos coletados,

enquanto larvas e ninfas representaram 21,64%.
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Tabela 2 - Identificacdo dos carrapatos coletados em lobos guara.

Espécie Machos Fémeas Ninfas Larva TOTAL
A. cajennense 3 8 189 271
A. tigrinum 638 294 0 932
A. ovale 0 0 1
A. brasiliense 0 0 1
Amblyomma sp. 0 0 71 71
R. b. microplus. 0 0 0 1 1
TOTAL 641 304 189 72 1206

5.3 PESQUISA DE AGENTES PATOGENICOS EM CARRAPATOS

Foram analisados 52 espécimes de A. tigrinum para a pesquisa de
patébgenos. Destes, 39 carrapatos foram coletados em 13 lobos diferentes e
processados em “pools” contendo trés machos. Os demais 23 A. tigrinum foram
coletados de um unico lobo guara, mantidos vivos e testados individualmente.

Das 52 amostras testadas, sete (13,5%) foram positivas para Hepatozoon sp.
e posicionadas nas analises filogenéticas com H. canis com altos valores de suporte
no ramo (85% de boostrap) (Figura 4). J& para Rickettsia, dos 52 carrapatos
colhidos, 11 carrapatos (21,2%) foram positivos, para os genes de citrato sintase e
ompA, sendo trés amostras similares com R. parkeri (99-100%) e oito amostras com
Canditatus R. andeanae (99-100%). Para a familia Anaplasmataceae, dos 52
espécimes testados, 19,2% (N=10) foram positivos e 0 posicionamento filogenético
evidenciou a segregacao das amostras obtidas de A. tigrinum em dois diferentes
clados de Candidatus Midichloria mitochondrii (Figura 5)

Nenhum dos carrapatos testados foi positivo para bactérias do género
Ehrlichia e protozoarios do género Babesia.(Tabela 3)
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5.4 PESQUISA DE AGENTES PATOGENICOS EM LOBO GUARA

Foram testadas 67 amostras de sangue total de lobos guara e todas foram
negativas para a familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia e Rickettsia.
Entretando, 56,7% (38) dos carrapatos foram positivos para Hepatozoon sp. e
segregados em H. canis e H. felis (Figura 4) e 43,3% (29) foram positivos para o
género Babesia. Porém, as duas sequencias obtidas através dos produtos gerados
para o gene 18S rDNA de Babesia apresentaram altas similaridades com a espécie

Hepatozoon felis. (Tabela 4).

Figura 4. Arvore filogenética, de Hepatozoon, baseada no gene 18S rDNA pelo método de Maxima

Parcimonia (MP)

Babesia canis

Hepatozoon sp fox-ES-2
{
H. americanum [AF176836)

e Hepatozoon sp Lobo-Guara 1

— H. felis [AY620232)

Hepatozoon sp EPM 1 [EF222257]
89‘
Hepatozoon sp Curupira 2 [AY461377]

100

H. canis Thailand 1 [DQ519358]

— Hepatozoon sp Lobo-Guara 2

85

H. canis Spain 3 [AY731062]

H. canis Curupira 3 [AY461375)

H. canis Curupira 1 [AY461376]

1 Hepatozoon sp MRA 2009 5 [FJ876448]

Arvore filogenética baseada no gene 18S rDNA pelo método de Maxima Parciménia (MP) em 12 sequencias de Hepatozoon e
B. canis como grupo externo (466 caracteres, 55 caracteres informativos). Nimeros dos nds correspondem ao valor de suporte
(Bootstrap) de 500 replicatas.

Fonte: Laboratério de Doengas Parasitarias, Setembro, 2013.



Tabela 3 Numero de amostras positivas na técnica da PCR, de amostras de sangue total e carrapatos de lobos guara, para os agentes patogénicos testados e valores de

similaridade encontrados no GenBank

Amostra Hepatozoon Similaridade Babesia | Similaridade Anaplasmataceae Similaridade Rickettsia Similaridade
biol6gica BLAST BLAST BLAST BLAST
Sangue total 38 (56,7) (99-100%) H. 29 (99-100%) H. 0(0) 0(0)
felis (43,3) canis
((99-100%) H.
canis
Carrapatos 7 (13,5) (99-100%) H. 0 (0) 10 (19,2) (99-100%) Ca. M. 11 (21,2) | (99-100%) R. parkeri

canis

mitochondrii

(99-100%) Ca. R. andeanae

o
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5.5 ANALISES SOROLOGICAS

5.5.1 SOROLOGIA DE CAES DOMESTICOS PARA RICKETTSIA SPP.

Foram testadas 210 amostras de soro de cao domeéstico, destas 43 (20,4%)
foram positivas no teste de triagem para ao menos uma espécie de Rickettsia e
entdo encaminhadas para titulacdo. Na titulacdo, 27 amostras foram positivas para
R. rickettsii, com titulos variando entre 1/64 e 1/1024, 30 positivas para R. parkeri,
com titulos variando entre 1/64 e 1/12048, 21 positivas para R. rhipicephali, com
titulos variando entre 1/64 e 1/1024, 20 positivas para R. amblyommii, com titulos
variando entre 1/64 e 1/1024 e 6 positivas para R. belli, com titulos variando entre
1/64 e 1/256. A frequéncia de titulos obtidos nas andlises soroldgicas pode ser

observada na Tabela 4.

5.5.2 SOROLOGIA DE LOBOS GUARA PARA RICKETTSIA SPP.

Foram testadas 87 amostras de soro de lobo guara, destas, 84 (oitenta e
quatro) foram positivas no teste de triagem para a0 menos uma espécie de
Rickettsia e entdo encaminhadas para a titulacdo. Na titulacdo, 57 amostras foram
positivas para R. rickettsii, com titulos variando entre 1/64 e 1/1024, 68 positivas
para R. parkeri, com titulos variando entre 1/128 e 1/32768, 57 positivas para R.
rhipicephali, com titulos variando entre 1/64 e 1/1024, 57 positivas para R.
amblyomii, com titulos variando entre 1/64 e 1/1024 e 6 positivas para R. belli, com
titulos variando entre 1/64 e 1/256. As frequéncias de titulagbes obtidas nas anélises

soroldgicas podem ser observadas na Tabela 7 e Tabela 8.
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Figura 5.- Arvore filogenética de “Ca Midichloria mitochondrii” de diferentes espécies de
carrapatos baseada no gene 16S rDNA pelo método de Maxima Parcimdnia (MP)

Haemaphysalis punctata [AM411598]
Haemaphysalis punctata [AM411599]
Ixodes ricinus [CP002130]
Ixodes ricinus [AJ566640]

Hyalomma truncatum [AM411589]
Hyalomma truncatum [AM411588]

74| Rhipicephalus turanicus [AM411587)
Ixodes uriae [AM411600]

— Ixodes holocyclus [FM992372]

—l_— Amblyomma americanum [JQ678692]
Ixodes holocyclus [FM992373]

Amblyomma tuberculatum [AM411593]
— Amblyomma americanum [JQ678693]
Amblyomma tuberculatum [AM411594]

Hyalomma anatolicum [AM411594]

g5| Amblyomma tigrinum 1

‘I Rhipicephalus bursa [AM411596]
Rhipicephalus bursa [AM411595]

_| Hyalomma marginatum [AM411592]
Hyalomma marginatum [AM181355]

Amblyomma americanum [JQ678691]
3

Haemaphysalis wellingtoni [AF497582]

Haemaphysalis wellingtoni [AF497583]

73
Amblyomma triste [EF687768]

L Amblyomma tigrinum 2
1

Anaplasma phagocytophilum [JN558811]

Arvore filogenética baseada no gene 16S rDNA pelo método de Maxima Parciménia (MP) em 25 sequencias de “Ca

Midichloria mitochondrii de diferentes espécies de carrapatos” e A. phagocytophilum como grupo externo (310

caracteres, 39 caracteres informativos). Numeros dos nés correspondem ao valor de suporte (Bootstrap) de 500

replicatas

Fonte: Laboratério de Doengas Parasitérias, Setembro, 2013.
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Tabela 4 - Resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para cinco espécies de
Rickettsia na regido do Parque Nacional da Serra da Canastra, Minas Gerais, Brasil.

N° de amostras reativas para cada espécie de Rickettsia
Ne (% soropositividade)
Animal testad

NUumero de animais
com reac¢do homologa

; : ; : : determinada (espécie
0s Ricketts_ia RICkaettSI aﬁ':gll(;(;':'llr?]l R_ic_kettsia_ ngikaett em parénteses) +
parkeri ;i oy ettsii i rhipicephali o i
17 (16 R. parkeri, 1
Lobos 87 68 (78,1)  57(65,5) 57 (65.5) 57 (65,5) 8 (9) R rhipicephali)
7 (4 R. parkeri, 2 R.
Céaes 210 30 (14,2) 27(12,8) 20 (9,5) 21(10) 6 (2) rhipicephali, 1 R.
rickettsii)0
24 (20 R. parkeri, 3 R.
Total 297 98 (32,9) 84(28,2) 77 (25,9) 68 (22,8) 14 (4,7) rhipicephali, 1 R.
rickettsii

+ . . . ~ . . . .

A reacdo homologa foi determinada quando a titulagdo mais alta encontrada foi no minimo quatro vezes maior do que a
encontrada para outra espécie de Rickettsia. Neste caso a espécie de Rickettsia determinada foi considerada como a possivel
responséavel pela infecgdo.

Tabela 5 - Titulagdes referentes a rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Rickettsia parkeri
na regido do Parque Nacional Da Serra da Canastra, Minas Gerais, Brasil.

Animais
64 128 256 512 1,024 2048 4096 8192 164'138 32é76 Total
Lobos 1 3 7 15 32 2 3 0 3 2 68
Caes 1 5 7 6 9 2 0 0 0 0 30
Total 2 8 14 21 41 4 3 0 3 2 98

5.5.3 Sorologia de lobos-guara para Ehrlichia canis

Foram testadas 87 amostras de soro de lobo guard, destas, 16 (18,2%) foram

consideradas positivas na analise sorologica. As titulacbes variaram de 1/160 a

1/34560.
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5.8 ANALISES ESTATISTICAS

5.8.1 Area De Vida Dos Lobos Guara

Foram analisadas as localizacdes de 20 lobos guara, sendo cinco equipados
com colares GPS e os 15 restantes com colares VHF. As areas de vida

correspondentes a cada individuo podem ser observadas na figura 6

5.8.2 Determinac&o De Grupos Estabelecendo Area De Uso E Correlagdo Com

Os Agentes Pesquisados.

Baseado na andlise das areas de vida dos lobos guara (Figura 6) foram
formados 4 grupos diferentes, sendo: Grupo 1, composto por animais cuja area de
uso é exclusivamente no interior do PNSC; Grupo 2, composto por animais cuja area
de uso é parcialmente no interior do PNSC com sobreposi¢cao com o Grupo 1; Grupo
3, composto por animais cuja area de uso € parcialmente no interior do PNSC e néo
ha sobreposicdo com o Grupo 1 e o Grupo 4 composto por animais cuja area de uso
é exclusivamente fora do PNSC. As andlises estatisticas de correlacdo entre
patégenos e os lobos guara foram baseadas nos grupamentos formados e descritos
acima sobre a area de vida dos animais.

Para estas andlises foram utilizadas apenas as amostras de lobos guara
monitorados, excluindo as amostras de animais que foram apenas capturados e
soltos sem acompanhamento posterior. Dos 104 individuos capturados 18 (38,3%)
foram monitorados e utilizados para esta andlise e representam 59,1% dos

individuos testados nas analises sorolégicas e moleculares.
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Figura 6 — Areas de vida de lobos guara na regiéo do Parque Nacional da Serra da Canastra e
amostras de sangue de caes domésticos utilizadas neste estudo.

L L I 1Km
0o 2 4 8 12 16

Fonte: Laboratério de Epidemiologia e Bioestatistica (LEB-FMVZ/USP), Agosto de 2013.

Dentre os agentes pesquisados, ndo houve diferenca estatistica entre a
positividade para a familia Anaplasmataceae e Babesia spp. Entretanto, os animais
positivos para Hepatozoon spp. observou-se diferenca estatistica significativa
(p<0.05). Nenhum dos lobos analisados do grupo 4 foi positivo, enquanto 84,6% dos
do grupo 1, 71,4 % dos do grupo 3 e 54, 5 % dos do grupo 2 foram positivos para
Hepatozoon spp.

Para riquetsioses, nos lobos do grupo 1, observou-se distribuicdo normal para
resultados de diluicbes da RIFI para: R. rickettsii e R. amblyommi (p > 0,05) e
distribuicdo diferente da normal para resultados de diluicdes da RIFI para: R. parkeri,
R. rhipicephali e R. beli (p < 0,05). Nos lobos do grupo 2, observou-se distribuigcéo
normal para resultados de diluicdbes da RIFI para: R. rickettsii, R. parkeri, R.
amblyommi e R. rhipicephali (p > 0,05) e distribuicdo diferente da normal para
resultados de diluicbes da RIFI para: R. beli (p < 0,05). Nos lobos do grupo 3
observou-se distribuicdo normal para resultados de diluicbes da RIFI para: R.

rickettsii, R. amblyommi, e R. rhipicephali (p > 0,05) e distribuicdo diferente da
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normal para resultados de diluicbes da RIFI para: R. parkeri (p < 0,05). Nos lobos do
grupo 4, observou-se distribuicdo normal para resultados de diluicbes da RIFI para:
R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommi, R. rhipicephali e R. beli (p > 0,05).

Foi utilizado o teste de Kilmogorov-Smirnov para a verificacdo das diferencas
das diluicdes entre grupos na proxima fase, pois, para as mesmas analises, hi
grupos que apresentaram distribuicdes normais e diferentes da normal. Neste caso,
testes ndo parameétricos sao 0s mais apropriados. Os resultados apontaram que néo
h& diferencas entre grupos ao comparar as diluicdes da RIFI, somente para R.
rhipiceplahi. A proxima analise (post-hoc) foi utilizada para identificar qual(is)
grupo(s) diferem, dois a dois, somente para este agente. Estes resultados indicaram
qgue ha diferenca significativa entre as diluicbes da RIFI entre os grupos 1 e 2 (p =
0,007), sendo que o grupo 1 apresentou 0s maiores valores, e entre 0s grupos 2 e 3
(p = 0,035), sendo que o grupo 3 apresentou os maiores valores. Nao ha diferenca
significativa entre as diluicdes da RIFI entre os grupos 2 e 4 (p =0,769), 1 e 3 (p =
1,000),1e 4 (p =0,192) e 3 e 4 (p = 0,296). Para erliquiose nao foi possivel realizar
a andlise, pois somente um lobo monitorado foi positivo para Ehrlichia canis na

sorologia.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho obteve grande sucesso de captura de lobos guard no
Parque Nacional da Serra da Canastra quando comparado a estudo conduzido na
mesma area por Dietz (1984). Esse autor, em dois anos de estudo, com esforco de
1537 armardilhas/noite, conseguiu capturar oito lobos. O autor, apesar de ter
pesquisado varios aspectos relativos a ecologia, e sanidade, ndo foi analisado
nenhum agente veiculado por carrapatos.

Canideos silvestres podem ser infestados por diversas espécies de
carrapatos, sendo os mais comuns Amblyomma aureolatum, A. cajennense, A.
ovale, A. tigrinum e A. parvum (LABRUNA et al.,, 2005). A espécie de carrapato
encontrada com maior frequéncia em lobo guarda neste estudo foi Amblyomma
tigrinum todos em estagio adulto. Formas imaturas (ninfas) de A. cajennense foram
as mais prevalentes, corroborando estudos prévios (LABRUNA et al., 2005).

As formas imaturas de A. tigrinum estdo relacionadas a hospedeiros como
aves e roedores (LABRUNA et al., 2005, ESTRADA-PENA, 2005), enquanto adultos
parasitam carnivoros domeésticos e silvestres (NAVA et al., 2006) No Brasil, A.
tigrinum € considerada uma das principais espécies que parasitam carnivoros
silvestres, particularmente no bioma cerrado, com registro em quatis (Nasua nasua),
ongas pintadas (Panthera onca), jaguatiricas (Leopardus pardalis), cachorros do
mato (Cerdocyon thous), raposas do campo (Lycalopex vetulus) e lobos guara
(Chrysocyon brachyurus) (ARAGAO, 1936 WHITAKER; DIETZ, 1987; LABRUNA et
al., 2005; BECHARA et al., 2005; CURI et. al., 2010). A presenca desta espécie
parasitando lobos guara corrobora estudos prévios que indicam membros da ordem
Carnivora como provaveis hospedeiros primarios para Amblyomma tigrinum
(LABRUNA et al.,, 2002). A diferenca encontrada, neste estudo, com relacdo a
guantidade de carrapatos adultos, larvas e ninfas coletadas n&o representa
obrigatoriamente maior quantidade de adultos em parasitismo, mas reflete a
dificuldade de encontrar estagios imaturos nos animais farmacologicamente

contidos.
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A espécie Amblyomma ovale apresenta ampla distribuicdo na América do Sul
e no Brasil, junto com A. tigrinum, € considerada uma das principais espécies, no
estagio adulto, a parasitar carnivoros no cerrado e roedores em estagios imaturos.
(LABRUNA et al., 2005). Porém, foi coletado um unico lobo guara infestado com
esta espécie de carrapato e que utiliza a area externa do PNSC, com fitofisionomia
distinta das demais areas do interior do Parque apresentando ambiente
caracteristico de A. ovale, enquanto no interior do Parque nota-se um ambiente mais
seco, campos limpos, cerrado e campos de altitude. Carrapatos da espécie
Amblyomma ovale ja foram relatados parasitando carnivoros selvagens no Brasil,
como os jaguarundis (Puma yagouaroundi), oncas pardas (Puma concolor), furdes
(Galictis cuja), maos pelada (Procyon cancrivorus) cachorros do mato (Cerdocyon
thous), raposas (Pseudalopex gymnocercus) e lobos guard (Chrysocyon
brachyurus). (ARAGAO, 1936; WHITAKER AND DIETZ, 1987; GUGLIELMONE et al,
2003; LABRUNA et al., 2005).

No presente estudo foi colhido um Unico espécime adulto da espécie A.
brasiliense em lobo guara. Ninfas de carrapatos da espécie Amblyomma brasiliense
ja foram relatadas no Brasil parasitando oncas pintadas (Pantera onca) e lobos
guarad (Chrysocyon brachyurus). Contudo, este € o primeiro registro de adultos
parasitando carnivoros selvagens. Em condicdes naturais, a queixada (Tayassu spp)
€ considerada o principal hospedeiro de A. brasiliense (Aragdo, 1936; Guimaraes et.
al., 2001), embora exista caréncia de informacdes relacionadas a biologia deste
carrapato (SANCHES et al.,2008). E importante destacar que larvas e ninfas de A.
brasiliense estdo entre os carrapatos mais agressivos para humanos no Brasil
(Aragao 1936). O parasitismo de ninfa e adultos de A. brasiliense em humanos foi
relatado no estado de S&o Paulo (Szabo et al., 2006).

Todas as ninfas coletadas foram identificadas como Amblyomma cajennense.
Essa espécie estd amplamente distribuida pela América e parasitando diversos
hospedeiros, sendo que o parasitismo em carnivoros ja foi registrado em quatis
(Nasua nasua), oncas pintadas (Panthera onca), jaguatiricas (Leopardus pardalis),
gatos do mato (Leopardus tigrinus), cachorros do mato (Cerdocyon thous), raposas
do campo (Lycalopex vetulus) cachorros vinagre (Speothos vinaticus) e lobos guara
(Chrysocyon brachyurus) (LABRUNA et al., 2005, BECHARA et al., 2005).
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Além das espécies de Amblyomma colhidas, uma larva de Rhipicephalus
boophilus microplus foi encontrada parasitando um lobo guard com éarea de vida
exclusiva fora do Parque. Os bovinos sdo os hospedeiros primarios de todos os
estagios do carrapato Rhipicephalus boophilus microplus, portanto, o parasitismo em
lobos guara indica o compartilhamento de habitat. No Brasil, ha relatos de ninfas de
Rhipicephalus boophilus microplus parasitando oncgas pintadas (Panthera onca),
gatos do mato (Leopardus tigrinus) e lobos guard (Chrysocyon brachyurus)
(LABRUNA et al., 2005), porém este é o primeiro registro de larva de Rhipicephalus
boophilus microplus parasitando lobo guara.

Nao foi possivel quantificar e classificar a infestacdo devido a falta de
padronizacdo na coleta dos carrapatos durante as capturas. O fato dos carrapatos
identificados neste estudo terem sido coletados de animais de vida livre, vivos e em
diferentes estacBes pode explicar o maior nimero de carrapatos em comparagao
com outros estudos realizados com hospedeiros mortos, devido ao fato de ndo haver
o desprendimento natural apds 6bito. (ALMEIDA et al., 2013).

Destaca-se a auséncia de carrapatos Rhipicephalus sanguineus, parasitando
os lobos guard neste estudo. Esta espécie ja foi relatada parasitando carnivoros
como gatos do mato (Leopardus wiedii), lobos guara (Chrysocyon brachyurus) no
Brasil. O R. sanguineus ou “carrapato vermelho do cao”, como é conhecido, esta
geralmente associado a cdes em areas urbanas. Apesar do grande numero de caes
presente no entorno do PNSC, as caracteristicas ambientais podem néo favorecer
0s carrapatos desta espécie. A maioria dos caes que vivem ao redor do PNSC nao
recebe tratamento antiparasitario, porém o hébito de ndo ter um local especifico para
dormir durante a noite (habito de ninho) dificulta o habito nidicola dessa espécie de
carrapato. A coleta de carrapatos de cdes néo foi objetivo deste estudo, porém
recomenda-se a realizacdo de novas colheitas para a melhor compreensao sobre a
biologia dos carrapatos que ocorrem na regiao.

Os carrapatos sé@o ectoparasitas de uma grande variedade de vertebrados,
incluindo o homem e podem ser vetores de importancia médica na transmisséo de
doencas, ficando atras apenas dos mosquitos (PAROLA; RAOULT 2001).
Transmitem uma grande variedade de patégenos como fungos, bactérias, virus e
protozoarios, sendo por isso considerado importantes vetores na transmissdo de
doencas infecciosas (PAROLA, 2004).
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No presente estudo foram detectados agentes patogénicos transmitidos por
carrapatos, nas amostras de sangue total e de carrapatos colhidos de lobos guaré,
dos géneros Rickettsia, Hepatozoon e da familia Anaplasmataceae.

Com relacdo ao género Rickettsia, o presente trabalho indica a presenca e
circulacao de duas espécies de Rickettsia na regido do Parque Nacional da Serra da
Canastra, em lobos guara: Candidatus Rickettsia andeanae e R. parkeri, ambas do
grupo da febre maculosa, detectadas na espécie de carrapato Amblyomma tigrinum.

Embora, nenhuma das amostras de sangue de lobos guara testadas tenha sido
positiva para Rickettsia spp, esse fato ja era esperado, pois a deteccdo de DNA
riquetsial s6 é possivel durante o periodo de riquetsemia, que dura poucos dias
(BURGDORFER et al., 1988), portanto é considerado um evento raro (HORTA et al.,
2007). Além disso, Rickettsia spp. infecta células endoteliais e a concentracdo do
parasita no sangue é baixa. Por outro lado, uma baixa sensibilidade da PCR pode
explicar a ndo deteccdo do agente no sangue, dado que auxiliaria na discriminacao
entre infeccBes ativas ou infeccdes prévias, baseadas em resultados soroldgicos.

No Brasil as espécies de carrapatos relatadas como responsaveis pela
transmissao de Rickettsias sdo Amblyomma cajennense e A. aureolatum (GUEDES
et al., 2005; PINTER; LABRUNA, 2006). R. parkeri ja foi relatada em A. triste, no
Uruguai (VENZAL et al., 2004; PACHECO, et al 2006), no Brasil (SILVEIRA et al.,
2007; NIERI-BASTOS et al., 2013), Argentina (NAVA et al., 2008; CICUTTIN; NAVA,
2013) Chile (ABARCA et al., 2012), em A. maculatum nos EUA (FORNADEL et al.,
2011; JIANG et al., 2012) em A. nodosum, no Brasil (OGRZEWALSKA et al, 2009).
Em A. tigrinum, R. parkeri, foi registrada na Bolivia (TOMASSONE et al., 2010).
Portanto, este € o primeiro relato de A. tigrinum infectado por R. parkeri no Brasil. A
possibilidade do Amblyomma tigrinum ser vetor para riquétsias deve ser investigada,
visto que este e outros estudos indicam esta espécie como possivel parte do ciclo de
transmissao de R. parkeri. Estes resultados sao particularmente importantes para a
saude publica, ja que ha relatos que adultos de A. tigrinum também parasitando
humanos (GUGLIELMONE et ai. 2006).
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Com relacdo a Ca Rickettsia andeaneae, o presente trabalho relata pela
primeira vez essa espécie infectando A. tigrinum. Estudos relatam a presenca de Ca
Rickettsia andeaneae em diferentes espécies de carrapatos, incluindo Amblyomma
maculatum, Ixodes boliviensis, e Rhipicephalus sanguineus no Peru (BLAIR et al.,
2004, FLORES-MENDOZA et al., 2013); A. maculatum nos Estados Unidos (JIANG
et al., 2012), A. parvum e Amblyomma pseudoconcolor na Argentina (Pacheco et al.,
2007, TOMASSONE et al., 2010), Amblyomma triste no Chile (ABARCA et al., 2012);
e em A. parvum no Brasil (NIERI-BASTOS et al., no prelo).

Para os representantes da familia Anaplasmataceae, no presente estudo nédo
foi detectada a presenca de endossimbiontes no sangue dos lobos guard, mas foi
detectada e confirmada a presenca de Candidatus Midichloria mitochondrii em
carrapatos da espécie Amblyomma tigrinum. Este é o primeiro relato deste
endossimbionte em A. tigrinum e também no Brasil. Estudos demonstram uma
menor associacado destes endossimbiontes com carrapatos machos (LO et al.,
2006), corroborando a a baixa porcentagem encontrada nos machos testados de A.
tigrinum.

Os endossimbiontes obrigatérios sdo importantes para a sobrevivéncia dos
seus hospedeiros e sdo transmitidos verticalmente (CLAY et al., 2006; PEARLMAN
et al., 2006). Coxiella-like, Franscisella-like e Rickettsia-like s&o o0s principais
endossimbiontes bacterianos em carrapatos (HAYDES and BURGDORFER 1981;
NODA et al., 1997; SUN et al., 2000). Rickettsia-like simbiontes sdo importantes na
fisiologia dos carrapatos, na dinamica de populacdes e transmissao de outras
espécies patogénicas da mesma familia (CHILDS AND PADDOCK, 2002).
Candidatus Midichloria mitochondrii foi inicialmente descrita em Ixodes ricinus e sédo
endossimbiontes das mitocéndrias dos carrapatos (SASSERA et al., 2006).
Atualmente estes endossimbiontes séo descritos em diversas espécies dos géneros
Ixodes, Amblyomma, Hyalomma, Rhipicephalus e Haemaphysalis (WILLIAMS-
NEWKIRK et al., 2012).

N&o é conhecida a patogenicidade destes endossimbiontes para hospedeiros
vertebrados, porém estudos recentes apontam a presenca de anticorpos Anti-
Midichloria mitochondrii no sangue de mamiferos silvestres e humanos, sem
sintomatologia clinica, sugerindo a presenca destes anticorpos como indicadores de
picadas de carrapatos (MARICONTI et al., 2012).
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O posicionamento filogenético das sequéncias obtidas de A. tigrinum em dois
diferentes clados pode indicar a transferéncia vertical multipla dos endossimbiontes
nesta espécie de carrapato em diferentes épocas, como sugerido para A.
americanum que possui trés diferentes genoétipos de Midichloria mitochondrii
(WILLIAMS-NEWKIRK et al., 2012). Além disso, o0 posicionamento de um maior
namero de sequencias deste endossimbionte provenientes de diversas espécies de
carrapatos podera evidenciar processos de coevolucao entre os endossimbiontes e
seus hospedeiros, como descrito para endossimbiontes Coxiella-like (ALMEIDA et
al., 2012).

Infeccdes multiplas de endossimbiontes e outros patdégenos em carrapatos
indicam uma menor capacidade de transmissdo dos agentes patogénicos quando os
carrapatos sdo primariamente infectados com os endossimbiontes (MIRA and
MORAN 2002; MACALUSO et al., 2002). As relacdes da endossimbiose com os
hospedeiros carrapatos ainda sao poucos investigadas, mas a presenca de Borrelia
burgdorferi em I. ricinus aumentam a tolerancia desta espécie de carrapatos a
ambientes secos e quentes (HERRMANN and GERN et al., 2010) e a presenca de
Midichloria mitochondrii na mesma espécie de carrapato estd associado ao
mecanismo energético mitocondrial dos carrapatos (PISTONE et al., 2012). Tais
fatores podem explicar a associacdo do endossimbionte com A. americanum e 0
aumento de sua distribuicdo geografica nos Estados Unidos (WILLIAMS-NEWKIRK
et al., 2012). Amblyomma tigrinum é uma espécie associada a ambientes abertos e
guentes (GUGLIELMONE et. al, 2000) e a simbiose com Midichloria mitochondrii
pode favorecer a adaptacdo dos carrapatos neste tipo de ambiente. Além disso,
processo crescente de desmatamento de areas florestadas com substituicdo por
areas de pastagens pode propiciar a presenca e forrageio de lobos guara (PAULA et
al., 2008) e subsequentemente o aumento da distribuicdo de Amblyomma tigrinum e
sua portencial vetoriacdo de patdgenos.

No presente estudo foi encontrada alta positividade para parasitas do género
Babesia, mas todas as sequéncias obtidas através dos amplificados, gerados pelos
primers especificos, apresentaram alta similaridade (99 a 100%) com Hepatozoon
canis quando comparados as sequencias depositadas no GenBank. Uma das
hipéteses para esse fato é a baixa especificidade do diagndstico utilizado para a
babesiose canina, demonstrando a necessidade do sequenciamento de DNA para o

diagnoéstico das amostras. O achado de alta taxa de prevaléncia de positivos nos
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caes pode refletir a ocorréncia somente de Hepatozoon corroborando os achados
em canideos silvestres capturados no estado de Minas Gerais onde ndo houve
ocorréncia de hemoparasitas do género Babesia (CURI et al., 2010).

As espécies de Babesia, principalmente B. canis, sdo responsaveis por
quadros febris e hemoliticos com subsequente anemia e hemoglobindria (BICALHO
et al.,, 2002) e € um agente amplamente distribuido no Brasil, com frequéncia
diagnosticado em cdes domésticos. Estudo realizado com lobos guara capturados
no Parque Nacional da Serra do Cipd, também em minas Gerais, ndo detectou
Babesia spp. em nenhum dos trés lobos guara, nove cachorros do mato e duas
raposas do campo testadas. (CURI et. al., 2010). Por outro lado, um unico relato de
positividade baseou-se em exames parasitologicos com a pesquisa em esfregacos
sanguineos (MARTINS et al., 2006, SERRA-FREIRE et al., 1993; RUAS et al., 2003,
GUEDES et al., 2011). A deteccdo por técnicas moleculares s6 foi relatada em
raposas vermelhas, no Canada. (BIRKENHEUER et al., 2010).

A auséncia de infeccdo por Babesia pode ser sustentada pelo fato de que o
carrapato transmissor deste hemoprotozoério no Brasil, o Rhipicephalus sanguineus
(TABOADA, 2006, IRWIN, 2009), carrapato caracteristico de ambientes urbanos,
ndo ser encontrado parasitando nenhum lobo guarad (LABRUNA et al., 2005).

No presente estudo ndo foram detectadas amostras positivas para Ehrlichia
spp. através de técnicas moleculares, somente através de técnicas soroldgicas,
onde 17 amostras apresentaram titulo. A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) é considerada o teste padrdo para Ehrlichia canis. Embora o ponto de corte
adotado neste estudo seja 0 mesmo utilizado para caes, a leitura dos resultados
tende a ser subjetiva e podem ocorrer reacfes cruzadas entre diferentes espécies
de Ehrlichia (BELANGER et al., 2002). Até 0 momento, ndo existe padronizacéo de
testes soroldgicos para E. canis de carnivoros silvestres, portanto, um ponto de corte
apropriado € ainda desconhecido (ORTUNO et al., 2005).

Titulos baixos podem ser explicados por uma resposta imune humoral anti-E.
canis ndo relevante para lobos guara ou reagfes cruzadas com outras espécies de
Ehrlichia (ORTUNO et al.,, 2005). Embora a maioria das amostras sororeagentes
encontradas tenham apresentado baixos titulos de anticorpos anti-E. canis, duas
amostras apresentaram titulo de 1/34560, considerado alto. Em estudo realizado
com coiotes nos Estados Unidos, 5,2% dos animais foram positivos sorologicamente

(PARAS et. al.,, 2012), na Suica, 44% das raposas vermelhas (Vulpes vulpes)
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testadas também foram positivas em regido onde ndo ocorre o carrapato
Rhipicephalus sanguineus (PUSTERLA et. al., 1999), nos EUA, 21,7% dos guaxinins
testados foram positivos na sorologia (DUGAN et. al., 2005). Na Italia nenhuma das
150 raposas testadas foi positiva em testes moleculares, o autor sugere que a
auséncia da infeccdo na regido pode estar relacionada auséncia do carrapato R.
sanguineus na regido. (EBANI et. al. 2011). A porcentagem de positividade em
diversas regides do mundo com diferentes espécies de carnivoros demonstra que
espécies que habitam o peridomicilio (raposas vermelhas e guaxinins) estdo mais
susceptiveis ao contato com carrapatos vetores (Rhipicephalus sanguineus) e o
agente. Os achados deste estudo s&o inconclusivos, pois somente um lobo
sorologicamente positivo foi monitorado. Porém, este Unico individuo monitorado e
positivo para E. canis pertence ao grupo 3 cuja area de vida inclui parcialmente a
area do PNSC reforcando os achados com outros grupos de carnivoros silvestres.

A deteccdo molecular e sorologica de Hepatozoon infectando canideos
silvestres ja foi relatada nas Américas, Europa, Asia, e Africa e Brasil (ALMOSNY,
2002, ALMEIDA, 2013). No Brasil, h&a relatos em cachorros do mato (Cerdocyon
thous), (ALENCAR; KOHAYGAWA; SANTAREM, 1997; ALMEIDA, 2013), porém a
taxa de infeccdo encontrada neste estudo foi maior que a observada em outros
canideos silvestres (GIMENEZ et al., 2009; ANDRE et al., 2010, ALMEIDA, 2010,
HORNOK et. al.,, 2013), e semelhante a a prevaléncia em cachorros do mato
(ALMEIDA et al., 2012) e em caes domeésticos no pais (KARAGENC et al., 2006;
RUBINI et al., 2008; SPOLIDORIO et al., 2010).

A alta ocorréncia para Hepatozoon neste estudo demonstra a ampla
distribuicdo deste agente na populacdo de lobos guard da regido do PNSC,
provavelmente deve estar associada a presenca do carrapato Amblyomma tigrinum,
visto que 13,5% dos carrapatos desta espécie testados foram positivos para
Hepatozoon spp. Além disso, somente 12 dos lobos analisados ndo estavam sendo
parasitados por esta espécie de carrapato. A transmissdo da hepatozoonose se da
pela ingestdo do carrapato infectado (DANTAS-TORRES, 2008a), que no lobo
guara, pode ocorrer através da predacdo de pequenos animais como aves e
roedores, (que sdo os mais comuns hospedeiros de larvas e ninfas de A. tigrinum)
ou durante comportamento de auto-limpeza (“grooming”). A infecgdo experimental
de cées ja foi realizada através da ingestdo de A. ovale positivos (FORLANO et. al,

2005). Transmisséo vertical de Hepatozoon spp. ja foi descrita em cdes (MURATA
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et. al, 1993), porém este fato ndo explicaria a alta prevaléncia encontrada,
possivelmente outra espécie de carrapato deve estar envolvida na transmissdo na
regiao.

O posicionamento filogenético evidenciou a presenca de dois genaotipos,
Hepatozoon Lobo guara 1 agrupado com H. felis, associado a carnivoros e
preferencialmente em felinos (SMITH, 1996). A presenca desta espécie de
Hepatozoon em lobos guard esta fortemente associada a espécie de carrapato A.
tigrinum que pode parasitar qualquer espécie de carnivoro (GUGLIOMONE et al.,
2005). O gendtipo Hepatozoon Lobo guara 2 foi agrupado com H. canis que trata-se
de uma espécie fortemente associada a cdes domésticos e que pode infectar gatos
domésticos (SALAKIJ et al., 2008). Outros estudos baseados em analises
moleculares e posicionamento filogenético detectaram a presenca desta mesma
espécie de patégeno em Cachorros do mato (Cerdocyon thous) (ALMEIDA et al.,
2012). A principal via de transmissdo destes agentes é atraves da ingestdo de
carrapatos, porém é descrita também a infeccdo oral por predacdo de pequenos
roedores (JOHNSON et al., 2009). A fauna de pequenos mamiferos terrestres
compreendem as principais presas de lobo guara e hospedeiros de formas imaturas
de A. tigrinum.

Estes resultados demonstram a susceptibilidade desse canideo a infeccao por
Hepatozoon sp e sugerem que, como relatado em algumas espécies de animais, 0
lobo guara possa agir como reservatério do agente sem manifestacdes clinicas, o
que é com frequéncia observado em animais silvestres (METZGER et al., 2008), e
podem significar uma adaptacéo desses animais a este agente.

A analise da area de vida dos lobos guara evidenciou a associacdo de
algumas das doencas estudadas com estas areas, 0s grupos de lobos que vivem
somente dentro da area do PNSC estdo mais associados a infeccdo por Hepatozoon
do que aqueles que vivem somente nas areas externas do parque. Este fato pode
estar associado ao maior contato das popula¢cdes que vivem na area do PNSC aos
principais agentes transmissores para os lobos guara (A. tigrinum).

Atualmente a conservagdo da vida silvetre deve relacionar diversos aspectos
de cada espécie estuda, como biologia, comportamento, meio ambiente e
susceptibilidade das populacdes a agentes patogénicos. Até o final da década
passada ndo havia estudos sobre a sanidade das populacdes de lobos gura no

Brasil e outros paises que englobam sua ocorréncia. A diminuicdo de areas naturais
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e o gradual contato de populacdes silvestres com animais domésticos possibilita 0
intercambio de patdgenos que podem levar a graves processos de dimuicdo das

espécies silvestres que ja estdo seriamente ameacadas de extingao.
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