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RESUMO

Com o crescimento das cidades, o desmatamento, a expansdo da agricultura e a
manutencdo da fauna silvestre em cativeiro, 0s primatas neotropicais estdo mais
proximos dos humanos, aumentando o risco de disseminacdo das zoonoses, pois
podem atuar como reservatoérios de inumeros patégenos. No Brasil, as informacdes
sobre a sanidade desses animais sdo escassas e 0 diagnéstico pode auxiliar no
entendimento epidemioldgico para implementacdo de medidas profilaticas e controle
dessas doencas. Portanto, o presente estudo teve como objetivo verificar o perfil
sanitario de primatas por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Entre
2017 e 2019, foram coletadas amostras de sangue total de 38 primatas Neotropicais
de vida livre e cativos de seis espécies diferentes (Alouatta caraya, Aotus azarae,
Aotus infulatus, Ateles marginatus, Mico melanurus e Sapajus apella), oriundas de
sete cidades do estado de Mato Grosso, Centro-Oeste do Brasil. Os agentes
pesquisados foram: Leishmania spp., Trypanosoma spp., Toxoplasma gondii,
Neospora caninum, Brucella spp. e Leptospira spp. Para os tripanossomatideos, nove
(23,68%) amostras positivas foram identificadas para o género Leishmania: sete
(18,42%) como L. infantum e dois (5,26%) animais foram positivos para L. (L.)
amazonensis; e dois (5,26%) animais para o0 género Trypanosoma: um T. minasense
e outro T. rangeli. Foi detectado L. infantum na espécie Aotus azarae, sendo a primeira
descricdo dessa associacdo espécie-hospedeiro. Para os demais agentes, 11
(28,95%) amostras foram positivas para T. gondii, 10 (26,32%) foram positivas para
N. caninum e 13 (34,21%) amostras apresentaram DNA de Brucella spp. Nesse
estudo nao foi encontrado a presenca de material genético de Leptospira spp. nas
amostras testadas. Esta pesquisa contribuiu para o entendimento do perfil sanitario
de primatas neotropicais de vida livre e de cativeiro no Estado de Mato Grosso, Brasil,
e demonstrou a importancia desses animais em desempenhar o papel de hospedeiros
e possiveis fontes de infeccdo dos agentes encontrados para outros animais e
humanos. A detec¢cdo molecular evidenciou a susceptibilidade dos animias dessa
regido a inUmeros patdégenos potencialmente fatais, implicando diretamente na sua
conservacao. Este € o primeiro estudo realizado no Estado de Mato Grosso em que
se avalia o perfil sanitario de primatas neotropicais de vida livre e cativos.

Palavras-chave: PCR, zoonoses, tripanossomatideos, bactérias, macacos.



ABSTRACT
With the growth of cities, deforestation, the expansion of agriculture and the
maintenance of wild fauna in captivity, neotropical primates are closer to humans,
increasing the risk of spreading zoonoses, as they can act as reservoirs for numerous
pathogens. In Brazil, information about the health of these animals is scarce and the
diagnosis can assist in the epidemiological understanding for the implementation of
prophylactic measures and control of these diseases. Therefore, the present study
aimed to verify the health profile of primates through the Polymerase Chain Reaction
(PCR). Between 2017 and 2019, whole blood samples were collected from 38 free-
living and captive Neotropical primates of six different species (Alouatta caraya, Aotus
azarae, Aotus infulatus, Ateles marginatus, Mico melanurus and Sapajus apella), from
seven cities in the state from Mato Grosso, Midwest of Brazil. The investigated agents
were: Leishmania spp., Trypanosoma spp., Toxoplasma gondii, Neospora caninum,
Brucella spp. and Leptospira spp. For trypanosomatids, nine (23.68%) positive
samples were identified for the genus Leishmania: seven (18.42%) as L. infantum and
two (5.26%) animals were positive for L. (L.) amazonensis; and two (5.26%) animals
for the genus Trypanosoma: one T. minasense and another T. rangeli. L. infantum was
detected in the species Aotus azarae, being the first description of this species-host
association. For the other agents, 11 (28.95%) samples were positive for T. gondii, 10
(26.32%) were positive for N. caninum and 13 (34.21%) samples showed DNA from
Brucella spp. In this study, the presence of Leptospira spp. genetic material was not
found in the tested samples. This research contributed to the understanding of the
health profile of free-living and captive neotropical primates in the State of Mato
Grosso, Brazil, and demonstrated the importance of these animals in playing the role
of hosts and possible sources of infection of the agents found for other animals and
humans. Molecular detection showed the susceptibility of animias in this region to
numerous potentially fatal pathogens, directly implying their conservation. This is the
first study carried out in the State of Mato Grosso in which the health profile of free-

living and captive neotropical primates is assessed.

Key-words: PCR, zoonosis, trypanosomatids, bacterial, monkeys.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PRIMATAS NEOTROPICAIS
2.2 TRIPANOSSOMATIDEOS
2.2.1 LEISHMANIA spp.
2.2.1.1 Leishmania infantum
2.2.1.2 Leishmania amazonensis
2.2.2 TRYPANOSOMA spp.
2.2.2.1 Trypanosoma minasense
2.2.2.2 Trypanosoma rangeli
2.3 NEOSPORA CANINUM
2.4 TOXOPLASMA GONDII
2.5 BRUCELLA spp.
2.6 LEPTOSPIRA spp.
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
3.2 Objetivos especificos
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de ética
4.2 Amostras
4.3 Extracdo de DNA e verificacdo de viabilidade
4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para 0s agentes pesquisados
4.5 Sequenciamento de DNA
4.6 Cladograma de Trypanosoma spp.
4.7 Histopatoldgico e imuno-histoquimica para T. gondii
5 RESULTADOS
Artigo 1
Artigo 2
REFERENCIAS

12
14
14
16
17
21
25
27
28
29
31
34
38
41
44
44
44
45
45
45
46
47
48
48
48
49
50
57
72



APENDICE
Apéndice A — Tabela geral dos resultados obtidos
ANEXOS
Anexo A — Certificado do Comité de Etica — UFMT
Anexo B — Classificacao dos Periddicos
Anexo C - Confirmacéo de submissao do artigo 1 (Aceito para publicacéo)

Anexo D - Confirmacgéo de submissao do artigo 2

89
89
92
92
93

94



12

1 INTRODUCAO

Os primatas ndo humanos estdo presentes em aproximadamente 90 paises,
sendo que o Brasil, juntamente com Madagascar, Indonésia e Republica Democratica
do Congo possuem 65% das espécies de primatas do mundo, e 60% dessas estdo
ameacadas de extincdo. Dessa forma, o Brasil tem um papel fundamental na
conservacao desses animais (Estrada et al., 2018).

Outra caracteristica importante é que os primatas neotropicais se distribuem
pelo continente americano, incluindo o Brasil, e apresentam grande variagdo quanto

aos habitos, porte fisico e caracteristicas proprias (Reeder e Wilson, 2005).

Esses animais sdo suscetiveis a infec¢cdes pelos mais variados tipos de
patdgenos como virus, bactérias, fungos e parasitos, e possuem grande relevancia
epidemioldgica, pois podem atuar como hospedeiros e reservatérios desses agentes
(Solérzano-Garcia e Ledn, 2018).

O crescimento das cidades, expansdao da agricultura, aumento do
desmatamento e a manutencdo da fauna silvestre em cativeiro sdo fatores que
permitem maior proximidade entre os primatas neotropicais € os humanos o que
aumenta consideravelmente o risco de disseminacdo de zoonoses. Assim sendo, 0
estudo e a compreenséo dessa relagao fornecem informacdes relevantes no ambito
epidemiologico, permitindo o conhecimento da dindmica de transmissdo, do papel
sentinela do hospedeiro e dos riscos de surgimento/ressurgimento dessas doencas
(Aysanoa et al., 2017).

As zoonoses constituem um sério problema de saude publica, uma vez que ha
uma grande variedade de espécies de animais envolvidas, assim como de agentes
etioldgicos e, desta forma, estudos de prevaléncia, ocorréncia e biodiversidade de
patdgenos sdo econbmica e sanitariamente favoraveis por apresentarem um
panorama que permite a intervengcdo e minimiza o surgimento de endemias e

epidemias (Aysanoa et al., 2017).

Torna-se indispensavel a aplicacdo da saude Unica, onde o médico veterinério
e as pesquisas por ele realizadas assumem um importante papel na identificacdo e

acompanhamento das zoonoses, 0 que reflete de maneira positiva na conservagao
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das espécies animais, bem como na manutencédo da saude publica sobretudo nas

particularidades da regido sob estudo (Brandéo, 2016).

No Brasil, as informacdes sobre o perfil sanitario e a possibilidade dos primatas
de atuarem como reservatorios de doengas sdo escassas em comparagdo com a
diversidade da fauna existente no pais, e o diagndstico pode facilitar a implementacéo
de medidas profilaticas para o controle de zoonoses, especialmente para primatas nao
humanos devido a sua proximidade fisioldgica, genética e geografica com humanos
(Wolfe et al., 1998; Coimbra et al., 2020).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo detectar molecularmente, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), os patdgenos: Leishmania spp.,
Trypanosoma spp., Neospora caninum, Toxoplasma gondii, Brucella spp. e Leptospira
spp. em primatas neotropicais de vida livre e cativos no Estado de Mato Grosso,

Centro-Oeste do Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRIMATAS NEOTROPICAIS

A ordem dos primatas € composta pelos animais mamiferos que apresentam
cinco digitos nos pés e maos, unhas no lugar de garras, polegares opositores, Visao
de profundidade e comportamentos complexos aprendidos e ndo apenas instintivos,
0 que inclui o homem. Esses individuos possuem uma complexa organiza¢do social
onde as crias sao muito dependentes das mées e possuem uma infancia prolongada
(Lewin, 2005).

Os primatas ndo humanos sao divididos em dois grandes grupos, sendo eles:
os primatas do Velho Mundo (Europa, Asia, Africa e Oceania) e os primatas do Novo
Mundo (América). No ultimo grupo, os primatas sdo conhecidos como neotropicais,
no qual fazem parte os géneros Cebuella, Saguinus, Leontopithecus, Callimico,
Callicebus, Pithecia, Lagothrix, Brachyteles, Ateles, Aotus, Saimiri, Chiropotes,

Cacajao, Cebus, Alouatta (Seuanez et al., 2005) e Sapajus (Alfaro et al., 2012).

Os primatas neotropicais sdo menores e possuem maior habilidade com os pés
e maos em relacdo aos do Velho Mundo, caracteristicas que facilitam a adaptacéo a
hébitos arboricolas. Algumas espécies possuem a cauda preénsil, que associada a
mobilidade desenvolvida dos membros superiores, facilita a locomocdo por
braquiacédo (Chaves et al., 2011).

Enquanto os primatas do Velho Mundo vivem no solo, de maneira geral, os
primatas neotropicais passam maior parte do tempo sobre as arvores e raramente
descem ao chéo. Diferencas anatbmicas e os habitos alimentares sdo bem variados
ao se comparar as diferentes espécies do Novo Mundo, mesmo aquelas nativas de

um mesmo pais (Schneider e Sampaio, 2013).

Esses animais possuem grande relevancia ecoldgica por dispersarem diversas
sementes dos mais variados tipos de plantas sendo, portanto, importantes na
manutencao do ecossistema florestal (Heymann et al., 2019). Outra caracteristica de

grande importancia € que sao susceptiveis aos mais variados tipos de patdégenos,
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muitos dos quais zoonoticos. Portanto, servem de hospedeiro/reservatorio, tanto em

situacdes de vida livre quanto em cativeiro (Solérzano-Garcia e Ledn, 2018).

A infeccao por esses patdogenos pde em risco a sobrevivéncia e a conservacao
das espécies primatas, pois muitas delas sdo altamente sensiveis e desenvolvem um
quadro clinico-patolégico agudo e potencialmente fatal, o qual pode ser em um anico
individuo ou, de maneira devastadora, em surtos. Dessa forma, o monitoramento e
estudo das relacdes patdogeno-hospedeiro sdo indispensaveis (Aysanoa et al., 2017,
Santana et al., 2020).

Além do acometimento infeccioso, a invasdo do habitat primata, comércio
ilegal, caca e manuteng&o dos animais em cativeiros sédo fatores que se somam na
contramdo de sua preservacao, o que também p6e em risco a saude humana, pois
guanto maior o contato entre humanos e animais, mais expostos estdo os humanos a

adquirirem doencas zoondticas e vice-versa (Estrada et al., 2018).

Dessa forma, devido a grande variedade de espécies envolvidas bem como
dos agentes etioldgicos, estudos de identificacdo dessa relacdo sdo imprescindiveis
para a prevencao e o controle de doencgas, o que reflete positivamente na conservagao
dos primatas neotropicais, bem como na Salude Unica no que tange as zoonoses
(Brandao, 2016; Kluyber et al., 2020; Aliaga-Samanez et al., 2021).

Devido a escassa literatura acerca dos primatas neotropicais estudos
envolvendo esses animais sdo importantes, principalmente no Brasil, que possui
nativamente 102 das 439 espécies de primatas do mundo, distribuidas por todo o

territério nacional (Estrada et al., 2018).
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2.2 TRIPANOSSOMATIDEOS

Os tripanossomatideos séo protozoarios pertencentes a classe Kinetoplastida,
ordem Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae, envolvem espécies que
parasitam e/ou causam doengas em plantas, humanos e em animais vertebrados e
invertebrados. S&o organismos moveis, uniflagelados onde este flagelo se estende a
partir da bolsa flagelar situada préxima ao cinetoplasto. O cinetoplasto, por sua vez, é
uma rede condensada de iniUmeras copias do DNA mitocondrial, denominado de
KDNA, presente dentro da mitocondria do parasito, a qual é grande e Unica (Maslov et
al., 2019).

Outra caracteristica desse grupo € a presenca de organelas denominadas
glicossomos, que sao peroxissomos modificados, onde ocorre a maioria das reacdes
da glicélise e também da via das pentoses-fosfato e beta oxidacdo de acidos graxos,

que sdo vias metabdlicas usadas na producao de energia celular (Michels et al., 2006).

A familia Trypanosomatidae compreende os seguintes géneros: seis que
abrigam parasitas monoxénicos de insetos (Sergeia, Herpetomonas, Blastocrithidia,
Crithidia, Leptomonas e Wallaceina), um de parasitas heteroxénicos de insetos e
plantas (Phytomonas) e os géneros Leishmania, Endotrypanum e Trypanosoma que
abrigam espécies de importancia médica e veterinaria, e que possuem ciclo dioxeno,
ou seja, sdo capazes de infectar dois hospedeiros (insetos e vertebrados), sendo

transmitidos pelo inseto vetor (Maslov et al., 2001; Stevens et al., 2001).

E nesse grupo que se encontram os agentes etiolégicos de doencas de grande
importancia em saude publica como a Doenca de Chagas causada pelo Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) e pela Doenca do Sono causada por Trypanosoma brucei (T. brucei),
além das inumeras espécies do género Leishmania, causadoras dos diferentes tipos
de leishmaniose (Kaufer et al., 2017).

Grandes modificacbes morfologicas e bioquimicas sdo responsaveis pela
sobrevivéncia e multiplicagdo desses organismos nos hospedeiros. Dessa forma, os
tripanossomatideos assumem durante o seu ciclo de vida varias morfologias,
diferenciadas pelo tamanho do flagelo e local de insercéo deste em relagéo ao nucleo.
Dentre estas estdo: tripomastigota, amastigota (dentro de macréfagos de
vertebrados), epimastigota, forma intermediaria, promastigota, paramastigota,

opistomastigota, opistomorfo e coanomastigota (De Souza, 2002).
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A divisdo das células/reproducédo dos tripanossomatideos ocorre por fissdo
binaria. A sequéncia de eventos dessa divisdo se da por: 1 - producéo do novo flagelo;
2 - duplicacdo e divisdo do nucleo; 3 - duplicagdo e divisdo do cinetoplasto; 4 -
segregacao dos nucleos, flagelos e dos cinetoplastos para as extremidades; 5 -
citocinese anteroposterior no eixo longitudinal direcionada pela zona de ligacdo do
flagelo (Maslov et al., 2019).

2.2.1 LEISHMANIA spp.

A primeira descricdo do género Leishmania foi realizada pelo médico inglés
Ronald Ross em 1903, quando nomeou a doenca em homenagem ao patologista
escocés William Boog Leishman. Uma das caracteristicas deste género é a grande
diversidade de espécies, e a classificacdo destas é um processo continuo, que
abrange subdivisbes em subgéneros e complexos. S&o parasitas intracelulares
obrigatérios, heteroxenos, onde uma parte do ciclo de vida ocorre no vetor
invertebrado [fémeas dos flebotomineos dos géneros Lutzomyia (Novo Mundo) ou
Phlebotomus (Velho Mundo)] e a outra em hospedeiros vertebrados mamiferos (Mann
et al., 2021).

Leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada que infecta principalmente
as populacées da Asia, Africa, Oriente Médio e América Latina e possui como fatores
de risco a desnutricdo, pobreza, migracdo da populacdo, estado de
imunocomprometimento, falta de higiene e a presenca do vetor (Oryan e Akbari,
2016).

O género Leishmania possui mais de 20 espécies, as quais sao agrupadas em
dois subgéneros, baseado na localizacdo do parasito no intestino do inseto vetor:
Leishmania (intestino médio e anterior) e Viannia (intestino anterior, intestino médio e
posterior). Entre as principais que pertencem ao subgénero Viannia estdo: L. (V)
braziliensis, L. (V) guyanensis, L. (V) lainsoni, L. (V) shawi, L. (V) naiffi, L. (V)
peruviana, L. (V) panamensis, L. (V) colombiensis; e nas do subgénero Leishmania
estdo: L. (L) amazonensis, L. (L) chagasi, L. (L) mexicana, L. (L) pifanoi, L. (L)
venezuelensis, L. (L) donovani, L. (L) tropica, L. (L) aethiopica e L. (L) major (Torres-
Guerrero et al., 2017).
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Dentro da familia Trypanosomatidae, o género Leishmania € 0 que possui 0
maior numero de espécies envolvidas na transmissdo a humanos e animais, e
apresentam variagdes no que se refere a preferéncia por inseto vetor, distribuicdo
geografica e viruléncia, que reverberam diretamente no diagndstico, tratamento,

criacao de vacinas e controle da doenca (Alvar et al., 2012).

O ciclo de vida de Leishmania spp. apresenta dois estagios morfolégicos
distintos: promastigotas e amastigotas. A forma promastigota € movel, alongada e
apresenta flagelo desenvolvido. Se desenvolve no intestino médio do inseto vetor. A
forma amastigota apresenta-se tipicamente com formato oval/arredondo e possui 0
flagelo muito pequeno, visto apenas sob microscopia eletronica. Ocorre de forma
exclusivamente intracelular que se desenvolve no interior do vacuolo parasitéforo, que
se forma no citoplasma de células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro
(Teixeira et al., 2013).

De maneira geral, o ciclo de vida das leishmanias € semelhante entre as
espécies. A transmissdo ocorre ao hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo
das fémeas dos vetores contaminadas, por meio da inoculacdo na derme de formas

promastigotas juntamente com a saliva do flebotomineo (Scott et al., 2016).

ApoOs a inoculacdo na pele, os parasitos sdo fagocitados pelos macréfagos e
internalizados no vacuolo parasitéforo, onde se diferenciardo na forma amastigota,
que por divisdo binaria se multiplicam, por um periodo de 4 a 6 dias, até que 0s
macréfagos se rompam, liberando os parasitos que serdo fagocitados por novas
células hospedeiras em ciclos sucessivos, culminando na infeccdo, propagacéo e
estabelecimento da infec¢cdo no hospedeiro mamifero. Neutréfilos, células dendriticas,
fibroblastos e mondcitos também sdo recrutados para o local da infeccdo e podem
servir de células hospedeiras (Bogdan, 2020).

A transmisséo da Leishmania para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a
fémea do flebotomineo, durante o repasto sanguineo, se alimenta em um hospedeiro
infectado e, nesse processo, ingere macréfagos contendo as formas amastigotas do
sangue. As formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas, se
multiplicam, sofrem metaciclogénese transformando-se em promastigotas
metaciclicas, as quais ndo possuem capacidade proliferativa, porém caracterizam-se

por possuirem alta capacidade de infectar as células dos mamiferos e seréo
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transmitidas a um novo hospedeiro mamifero durante a alimentacdo da fémea do
vetor. O curso da doenca € intimamente ligado aos estagios iniciais da infeccéo, pelas

interacdes das células de defesa e o parasito (Bogdan, 2020).

A leishmaniose, de maneira geral, é caracterizada por um conjunto de
sindromes com sitomatologias complexas, causadas pelas diferentes espécies do
género. Por isso, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide as leishmanioses
em grupos clinicos diferentes: leishmaniose cutanea, cutanea difusa, mucocutanea e

visceral (Burza et al., 2018)

A cutanea é caracterizada pela formacédo de Ulceras Unicas ou multiplas na
pele, principalmente na face e extremidades, apresentam-se como papulas indolores
que progridem para nédulos e depois Ulceras. A forma cutanea difusa é caracterizada
por lesdes ndo ulceradas por toda a pele, acomete principalmente individuos com
deficiéncia na resposta celular, tendo a gravidade relacionada pela caracteristica das
lesbes disseminadas e da dificuldade de tratamento. A mucocutanea causa extensiva
destruicdo da cavidade oral/nasal e faringe com lesdes desfigurantes, leva a
secrecdes e obstrucdes nasais, epistaxe e dor. Envolve inicialmente nariz e boca, mas
pode progredir para faringe e laringe. A forma mais grave é a visceral, de carater
sistémico atinge o baco, figado, linfonodos, entre outros érgaos, e possui elevada taxa
de mortalidade em pacientes nao tratados (Burza et al., 2018; Mann et al., 2021).

Na forma cutanea L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. infantum e L. donovani
sdo as de maior importancia no Velho Mundo e L. mexicana, L. amazonensis, L.
venezuelensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanesis e L. peruviana no Novo
Mundo. Para a forma cutanea difusa L. aethiopica € a mais importante no Velho Mundo
e L. mexicana, L. amazonensis, L. panamensis no Novo Mundo. Na forma
mucocutanea L. tropica, L. major, L. donovani e L. infantum s&o as mais importantes
para o Velho mundo e L. brazilensis, L. panamensis, L. guyanesis, L. peruviana e L.
amazonensis para o Novo Mundo. Dentre a forma visceral L. donovoni, L. infantum,
L. tropica sdo as mais importantes no Velho Mundo e L. chagasi (espécie idéntica a
L. infantum, mas no Novo Mundo) e L. amazonensis sdo as mais significativas no
Novo Mundo (Mann et al., 2021).

A profilaxia se da pela erradicacéo do vetor por meio de inseticidas, eliminagédo

de 4gua estagnada e uso de repelentes. A utilizagdo de roupas grossas com mangas
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e calcas compridas, que também podem ser impregnadas de inseticidas. Evitar
caminhada em areas de mata, principalmente a noite, e o tratamento dos casos

humanos (Torres-Guerrero et al., 2017).

O diagnéstico nem sempre € de facil realizacdo. Deve-se levar em
consideracdo o histérico clinico, epidemiologia do local e exames laboratoriais
confirmatorios. A presenca de Ulcera cutanea indolor e ndo purulenta no rosto ou nas
extremidades pode indicar uma leishmaniose cutanea. Febres prolongadas,
leucopenia, perda de peso, hepatoesplenomegalia, anemia podem sugerir
leishmaniose visceral. Como diagndéstico direto € preferido microscopia, cultura e PCR
de tecido por raspagem, biépsia ou aspirado para a forma cutanea e biépsia do baco,
sangue total ou medula 6ssea para a visceral, principalmente (Aronson et al., 2017).
Outras técnicas mais recentes como a técnica de sonda de nanoparticulas de ouro
(AuNPprobes) também sdo empregadas e possuem boa sensibilidade e
especificidade (Rosa et al., 2013).

O tratamento da leishmaniose pode ser bastante desafiador. Geralmente, €
adaptado individualmente de acordo com a apresentacao clinica, hospedeiro e tipo de
espécie. Desse modo, o diagnostico exato do agente por meio de testes moleculares
€ util por orientar a terapia mais adequada. Alguns dos farmacos utilizados em
humanos séo: estibogluconato de sédio, anfotericina B lipossomal, antimoniato de

meglumina, pentamidina, miltefosina, fluconazol e cetoconazol (Burza et al., 2018).

Dentre os animais, 0s caes assumem grande importancia na leishmaniose pela
alta prevaléncia da doenca nesses animais nas areas endémicas, 0S quais
apresentam um intenso parasitismo cutaneo. A leishmaniose visceral canina € uma
doenca sistémica severa cujas manifestacdes clinicas sdo dependentes do tipo de
resposta imune que o animal infectado expressa. O quadro clinico varia desde casos

assintomaticos até estagio de acometimento fatal (Giunchetti et al., 2006).

A leishmaniose canina é mais resistente ao tratamento do que a leishmaniose
humana; poucos casos obtém a cura e as recidivas sao frequentes, onde muitos
protocolos apresentam o6timas redugdes dos sinais clinicos, mas poucos curam.
Dentre as drogas indicadas, destacam-se o alopurinol, antimoniato de n-
metilglucamina, combinac¢des dos dois, aminosidina, anfotericina B, pentamidina e
miltefosina (Salzo, 2008).
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2.2.1.1 Leishmania infantum

A L. infantum, pertencente ao subgénero Leishmania, € o agente etiolégico da
leishmaniose visceral americana, e foi relatada pela primeira vez por Cunha e Chagas
em 1937, descrita como uma nova espécie em razao da incapacidade de produzir, de
modo experimental, a leishmaniose visceral no cdo doméstico. E uma doenca de

notificacéo obrigatoria (Silveira et al., 2010).

Ao comparar cepas de L. (L.) chagasi isoladas de diferentes origens e paises
da América do Sul e cepas de L. (L.) infantum originadas de paises europeus da Bacia
do Mediterraneo, pela técnica de amplificagdo ao acaso de DNA polimérfico (RAPD),
demonstrou que as sequéncias de DNA de ambas as espécies de parasita eram
idénticas. Desse modo, concluiu-se que L. (L.) chagasi € equivalente a L. (L.) infantum
e 0s autores propuseram que L. (L.) chagasi ndo deveria ser considerada uma espécie
valida (Mauricio et al., 1999).

Alguns autores, porém, defendem a utilizacdo de Leishmania (L.) infantum
chagasi, ou seja, em um nivel subespecifico (Lainson e Shaw, 2005; Silveira et al.,
2010).

Existem vacinas contra a leishmaniose canina sendo comercializadas no Brasil.
Estudos de seguranca e eficacia nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais,
demonstraram a eficacia vacinal em 76 - 80% e protecdo em 92 - 96% dos caes. E,
com a vacinacao, foi percebida a diminuicdo da doenca em caes e humanos (Moreira,
2013). Outra possibilidade é o uso de coleiras para cdes impregnadas com inseticida,
gue servem como uma alternativa viavel para inclusdo como medida de saude publica
para o controle da leishmaniose canina e, consequentemente, diminui¢cdo dos riscos

a satde humana (Yimam e Mohebali, 2020).

No Brasil, o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi sédo o0s principais vetores
responsaveis pela transmissdo da Leishmania Visceral. Esses vetores possuem
atividade crepuscular e noturna, habitos peridomiciliar e adaptam-se a diversas
temperaturas, dessa forma possuem alta capacidade de dispersdo dessa zoonose
(Olivier et al., 2005).

Em um estudo conduzido em Cuiaba, Mato Grosso, que objetivou descrever a

fauna flebotominica da regiao, observou que dos 1.909 vetores coletados, as espécies



22

mais frequentes foram Lu. cruzi (81,25%), Lu.  whitmani (13,88%) e Lu.
longipalpis (2,62%), concomitante ao avaliar a prevaléncia de leishmaniose canina
nos caes da regido estudada, observou-se uma taxa de 26,86% de soropositividade,
onde as areas com grande densidade de vetores coincidiam com as de maior

prevaléncia da doenca (Mestre et al., 2011).

Uma importante relacdo epidemioldgica € que os mamiferos silvestres servem
como reservatorio primario de infeccdo para o vetor, e na regido urbana o céo
domeéstico é a principal fonte de infeccdo o que € intensificado pela sua alta carga

parasitaria cutanea (Giunchetti et al., 2006).

Embora menos frequente, L. infantum acomete também gatos. Um estudo da
prevaléncia de Leishmania em gatos errantes de areas urbanas de Zaragoza
(Espanha) utilizando diversas técnicas, evidenciou que das 179 amostras de sangue
coletadas foi encontrado 2,2% (4/179) de positividade para infeccdo por Leishmania
pelo teste de anticorpos imunofluorescentes (IFAT), 2,8% (5/179) por ensaio de
imunoabsorcao enzimética (ELISA) e 14,5% (26/179) por western blot (WB). O DNA
de Leishmania foi detectado por qPCR em 5,6% (10/179) dos gatos. Os resultados
obtidos demonstraram a existéncia de infeccdo assintomatica por L. infantum em

gatos errantes aparentemente saudaveis na regido estudada (Alcover et al., 2021).

Em 2018, foi reportado o primeiro relato de leishmaniose felina com
manifestacdo ocular no Brasil, cujo diagndstico foi confirmado pela andlise do humor
aguoso, o qual continha amastigotas de L. infatum, confirmada por cultura
parasitologica e PCR. O felino de 8 anos era residente da cidade de Cuiaba, Mato
Grosso, Brasil, e apresentou resultados negativos para o virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV) e T. gondii, patbgenos a serem
considerados no diagnéstico diferencial para o quadro clinico apresentado (Madruga
et al., 2018).

Também em Cuiabd, 16 felideos selvagens do Zoolégico da Universidade
Federal de Mato Grosso foram submetidos a pesquisa de L. infantum por meio de
PCR-RFLP, onde o DNA do parasito foi identificado em cinco pumas (Puma concolor)
e em uma onca-pintada (Panthera onca), reforcando a susceptibilidade desses

animais como hospedeiros e possiveis reservatérios (Dahroug et al., 2009).
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Um estudo comparativo entre tigres (Panthera tigres) de cativeiro positivos para
L. infantum e negativos para esse agente, demonstrou que 0s animais positivos se
apresentavam assintomaticos, o que pode levar a um desconhecimento da existéncia
da infeccdo nesses animais, sendo um potencial reservatério de infec¢cdo para os
animais vizinhos. Os achados reforcam a importancia de exames de rotina para avaliar

a sanidade dos animais cativos (Cavalera et al., 2020).

Ao avaliar a situacao epidemiologica das leishmanioses nos sete municipios
mato-grossenses que abrangem o bioma Pantanal, foi reportado pelo Sistema de
Informacdes de Agravos de Notificacdo que de 2007 a 2016 essa regido apresentou
dez casos da forma visceral e 499 da forma tegumentar em humanos, em seis das
cidades avaliadas. A presenca dos vetores da leishmaniose tegumentar ocorreu em
seis municipios e da leishmaniose visceral ocorreu em cinco. O estudo demonstrou
que leishmaniose € endémica na regiao tanto em humanos quanto em céaes (Brito et
al., 2019).

Na avaliacdo das anormalidades clinico-dermatoldgicas, histologicas e
prevaléncia L. infantum em 150 cées da regido Centro-Oeste do Brasil, demonstraram
gue do total dos animais avaliados 15 (10%) apresentaram infeccao por L. infantum,
dos quais ndo houve associacgao (p> 0,05) dessas infeccbes com a raca, sexo, idade
ou alteracbes cutaneas. Dos 15 animais positivos, 12 apresentaram achados
histopatolégicos que incluiam infiltrados inflamatérios granulomatosos crénicos e
estruturas compativeis com amastigotas, causando, portanto, alteracdo cutanea

macro e microscopica (Makino et al., 2020).

Em outro estudo conduzido na cidade de Nossa Senhora do Livramento,
também no Estado de Mato Grosso, que avaliou a percepcdo, prevaléncia e
distribuicdo espacial de L. infantum, em caes, demonstrou que dos 385 animais
testados no teste rapido imunocromatogréfico e por ELISA, 54 (14%) apresentaram-
se positivos. Estatisticamente, foi associada o conhecimento dos sinais da
leishmaniose canina pelos tutores (p = 0,038), a ocorréncia prévia da doenca na
vizinhanca (p = 0,022), o cao sintomatico (p = 0,014), esplenomegalia (p = 0,055) e a
presenca de Ulcera em ponta de orelha (p = 0,059). A doenga apresentou-se
distribuida tanto em meio urbano quanto no rural e ficou evidente a expressiva

prevaléncia da leishmaniose visceral canina na cidade estudada, onde requer a
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implementacdo de estratégias de controle e prevencédo, focadas na educagdo em

saude e no manejo ambiental (Carvalho et al., 2020).

Em uma pesquisa para averiguar a presenca de anticorpos anti-Leishmania
(IgG) pelo teste de imunofluorescéncia de anticorpos em 660 cavalos, aparentemente
saudaveis distribuidos nas regiées centro e norte da Italia entre 2016 e 2019,
demonstrou uma soroprevaléncia média de 13,9% para L. infantum. O estudo reforca
gue os cavalos sdo frequentemente expostos a L. infantum, principalmente em lugares

em céaes estao presentes (Gazzonis et al., 2020).

No Brasil, 100 amostras de sangue bovino foram submetidas a PCR geral para
tripanossomatideos, uma amostra obteve resultado positivo, onde apés
sequenciamento do DNA amplificado, concluiu-se que era L. infantum. O estudo
evidencia a possibilidade de infeccdo de bovinos por L. infantum no rebanho brasileiro
(Vioti et al., 2019).

A descricao de L. infatum ja foi reportada em animais silvestres incomuns como
a lontra euroasiética (Lutra lutra) em cativeiro na Espanha. O animal apresentava
sintomatologia clinica como epistaxe bilateral, anorexia, apatia, perda de peso, além
de hiperproteinemia, hiperglobulinemia, diminuicdo da paraoxonase-1, aumento da
haptoglobina e ferritina e proteindria. Nefropatia bilateral com hidronefrose,
linfadenomegalia mesentérica e ascite também foram observadas. A confirmacéo da
infec&o por L. infantum foi por microscopia, gPCR e sorologia. Desse modo, ficou
evidente a susceptibilidade dessa espécie a infecgcdo com desenvolvimento de sinais

clinicos severos (Cantos-Barreda et al., 2020).

L. infantum ja foi detectada também em morcegos (59,2% (16/27)) urbanos da
espécie Pipistrellus pipistrellus na Europa. Esse foi o primeiro relato da deteccao
nessa espécie (Azami-Conesa et al., 2020) e em raposas vermelhas (Vulpes vulpes)
na Franca (Medkour et al., 2020).

Em primatas, alguns estudos tém sido realizados. Em um deles cinquenta e
dois primatas ndo humanos mantidos em cativeiro em uma area endémica para
leishmaniose na cidade de Belo Horizonte, Brasil, foram testados sorologicamente
para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania. Posteriormente, fémeas do vetor

Lu. longipalpis foram alimentadas com estes animais e testadas por qPCR para



25

identificar e quantificar a presenca de promastigotas de L. infantum. Oito animais dos
52 primatas ndo humanos submetidos ao estudo foram positivos, incluindo trés
chimpanzés (Pan troglodytes), trés mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia), um
macaco-prego (Sapajus apella) e um talapoim (Miopithecus talapoin). Desta forma, o
estudo comprovou que primatas ndo humanos em cativeiro sdo capazes de infectar
Lu. longipalpis com L. infantum, demonstrando a importancia desses animais como
sentinelas de zoonoses e seu acometimento pode refletir negativamente na saude
publica (Oliveira et al., 2019).

Dois casos de leishmaniose clinica ja foram relatadas em orangotangos (Pongo
pygmaeus pygmaeus) em Madrid, Espanha. Os animais apresentavam anemia,
hipoalbuminemia e esplenomegalia. Amastigotas de L. infantum foram detectadas por
reacao em cadeia da polimerase (PCR) especifica em amostras de sangue e medula
0ssea. Os animais foram tratados com miltefosina oral por 28 dias; alopurinol também
foi administrado. Houve uma consideravel melhora clinica, mas ndo obtiveram a cura
parasitologica, pois molecularmente amostras de sangue e medula éssea dos dois
orangotangos ainda se apresentavam positivas. Nos recintos foi confirmada a
presenca do vetor flebotomineo identificado como Phlebotomus perniciosus (Mir6 et
al., 2018).

Em um estudo investigativo em 26 saguis em Sao Paulo, no sudeste do Brasil,
demonstrou que sete saguis (7/26; 26,9%), sendo cinco Callithrix penicillata e dois
Callithrix jacchus apresentaram titulos na sorologia realizada por meio do teste de
aglutinacado direta, embora baixos. Dos mesmos animais foram coletados sangue e
fragmento de pele para investigar a presenca de DNA de Leishmania spp., onde foi
detectado a presenca de L. infantum na pele de um sagui da espécie C. penicillata.
Os resultados apontaram para a infeccao natural dos saguis por L. infantum e sugerem
a participacéo desses animais no ciclo de transmisséo desse protozoario. O estudo
sinaliza para os cuidados referente a proximidade desses animais com o ser humano

e demais animais (Paiz et al., 2019).

2.2.1.2 Leishmania amazonensis

A L. (L.) amazonensis juntamente com a L. (V.) braziliensis sao relatadas como

as espécies de maior importancia entre as causadoras da leishmaniose tegumentar
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americana, por apresentarem o maior potencial patogénico para o homem mediante

a sintomatologia apresentada (Silveira et al., 2008).

L. amazonensis pode causar varias formas clinicas de leishmaniose, porém as
mais comuns sao as formas cutanea e cutanea difusa. Em camundongos,
experimentalmente, apresentaram manifestacées similares as de L. infantum na

leishmaniose visceral (Abreu-Silva et al., 2004).

Na infeccdo por essa espécie de Leishmania os macréfagos apresentam-se
muito parasitados, onde nos vacuolos parasitéforos fica contido um grande namero
de amastigotas. Nao apresentam cura espontanea, o que requer tratamento, e a
ocorréncia de recidivas é comum, uma vez que a resposta imune do hospedeiro ndo

é eficaz frente ao parasito (Prina et al., 1993).

Modelos em camundongos também sé&o indicados para avaliar a viruléncia e a
resposta do hospedeiro vertebrado na interacdo com L. amazonensis na leishmaniose

cutanea causadas por essa espécie (Aoki et al., 2020).

Em um estudo com ratos (Rattus rattus) capturados na area urbana de
Londrina, Parana, Brasil, de 127 animais testados na PCR com posterior
sequenciamento, 9 foram positivos, sendo sete identificados como L. (L.)
amazonensis, um como L. (L.) infantum e um n&o foi sequenciado, ndo sendo,
portanto, identificado. Este foi o primeiro relato de roedores sinantrépicos infectados
por L. amazonensis no mundo. Os dados sugerem a importancia desses animais
como reservatérios bem como da urbanizacédo desse agente etioldgico (Caldart et al.,
2017).

A infeccdo L. amazonensis ja foi relata também em marsupiais da espécie
Micoureus paraguayanus no Parque Estadual do Morro do Diabo, Sdo Paulo, por meio
de técnicas moleculares (Quintal et al., 2011); em um gato doméstico (Felis
domesticus), por meio de microscopia e sorologia, que apresentava lesdo nodular
anica no nariz e varios nodulos de diferentes tamanhos nas orelhas e regides digitais
de todas as patas, no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (de Souza et al., 2005) e
em um macaco-aranha (Ateles paniscus) com sintomatologia clinica, cativo do
zooldgico do municipio de Bauru, Sdo Paulo, através de PCR de sangue venoso (Lima
et al., 2012).
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Assim como ocorre com L. infantum, L. amazonensis tem a capacidade de
infectar primatas ndo humanos causando a leishmaniose tegumentar. Em um estudo
experimental animais da espécie Macaca mulatta foram infectados com L.
amazonensis. Nas andlises patolégicas foi evidenciado que as lesGes continham
amastigotas com um infiltrado mononuclear de linfocitos, macrofagos e células
plasmaticas e havia a formacao de granulomas. O estudo mostrou que a progressao
e resolucdo da infeccdo desse patdgeno nos macacos estudados sdo muito
semelhantes as observadas em humanos e, desta forma, esse modelo primata
poderia ser empregado para elucidar os mecanismos de imunidade protetora e

patogenia na leishmaniose tegumentar (Amaral et al., 1996).

2.2.2 TRYPANOSOMA spp.

A primeira espécie do género Trypanosoma foi descrita em 1843 em uma ra na
Europa. A partir desse achado inUmeras outras espécies foram descritas nos mais
diversos tipos de hospedeiros. O género Trypanosoma compreende cerca de 28
espécies, onde algumas possuem importancia tanto na medicina humana quanto na
medicina veterinaria. Dentre as espécies, as que mais se destacam séo as T. cruzi e
T. brucei por causarem a Doenca de Chagas e a Doen¢ca do Sono em humanos,

respectivamente (Simpson et al., 2006).

Essas doencas também podem ser denominadas de tripanossomiases, nome
dado as doencas causadas pelos protozoarios parasitas do género Trypanosoma,
ocorrendo principalmente na Africa e América Latina, onde s&o consideradas
endémicas e possuem grande importancia para a sautde humana e animal (Morais et
al., 2020).

De acordo com o comportamento do parasito nos seus hospedeiros,
principalmente no vetor, o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos distintos.
O primeiro, chamado de Stercoraria, inclui tripanossomas que se desenvolvem no
tubo digestivo do vetor, que progride no sentido da porcéo intestinal e leva a liberacéo
de formas infectantes pelas fezes. Sdo exemplos o T. lewisi e T. cruzi. O segundo,
chamado de Salivaria, inclui aqueles cujo o inicio do desenvolvimento ocorre no tubo

digestivo e que posteriormente atravessam o0 epitélio digestivo até atingirem as
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glandulas salivares onde encontra-se as formas infectantes que sao inoculadas
mecanicamente. Sao exemplos o T. brucei, T. rangeli e T. congolense (El-Bahnasawy
et al., 2014).

De maneira geral, em ambos 0s grupos, os vetores se infectam ao se
alimentarem de sangue humano ou de um animal, que contenham o parasito
circulante na corrente sanguinea, o parasito adentra no intestino do vetor onde se
transforma em epimastigotas e depois em tripomastigostas metacicliclos infecciosos,
onde chegardo a um novo hospedeiro pela liberacdo e inoculacéo salivar ou fecal pelo

vetor, de acordo com a classificacdo da espécie a qual pertence (Kaufer et al., 2017).

Ha uma grande variacdo entre os vetores do género Trypanosoma, desde
sanguessugas, moscas picadoras e outros insetos como 0s percevejos (géneros:
Triatoma, Panstrongylus e Rhodinius). Como exemplo, pode-se citar a mosca tsé-tsé
(género Glossina) vetor de T. brucei e 0os percevejos da subfamilia Triatominae, que

séo os vetores de T. cruzi (Kaufer et al., 2017).

2.2.2.1 Trypanosoma minasense

Foi descrito pela primeira vez por Chagas em 1908, onde encontrou
tripomastigotas no sangue de saguis (Callithrix penicillata) no estado de Minas Gerais
e caracteriza-se por apresentar ritmo circadiano com pico de parasitemia as 16h
(Ziccardi et al., 1996)

Outra caracteristica marcante desta espécie é que sédo considerados altamente
pleomdrficos na corrente sanguinea, apresentando morfologia e morfometria distintas,
condicionada a hospedeiros e condi¢cdes de crescimento (Ziccardi e Oliveira, 1999).
Essa mesma afirmacédo foi observada na infeccdo de Trypanosoma minasense (T.
minasense) em primatas Saguinus midas como animais experimentais de laboratério,
onde apenas pelo diagnostico molecular e caracterizacdo filogenética foi possivel
distinguir T. minasense de T. theileri, por apresentarem morfologia semelhantes (Sato
et al., 2008).

T. minasense é relatado como um agente ndo patogénico e é considerado um
parasito altamente especifico de primatas ndo humanos, ndo sendo relatados em

humanos. Ja foi encontrado em saguis do género Callithrix no jardim boténico do Rio
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de Janeiro, Brasil, porém devido a essas caracteristicas 0 autor descreve o achado
como isento de risco a saude publica tanto pela 6tica animal quanto humana (Coimbra
et al., 2020).

Em uma avaliagéo de parasitas sanguineos de 148 saguis da espécie Saguinus
geoffroyi realizada no Panam4, revelou que o uso de varios testes diagndsticos
associados aumenta a deteccdo deste parasito, uma vez que apenas com 0 exame
direto T. minasense foi observado em 52,7% dos animais e na associacdo das
técnicas de exame microscopico direto, hemocultura, xenodiagnéstico e inoculacéo
animal esse valor subiu para 87%. O alto indice encontrado sugere que esses animais
sao hospedeiros naturais importantes, principalmente para a regido estudada (Sousa
e Dawson, 1976).

Outro estudo, porém, na regido Amazoénica brasileira, detectou que de um total
de 165 macacos-esquilo (Saimiri spp.) 55 (33,3%) apresentaram infeccdo para T.
minasense, reforcando a importancia de primatas para a manutencéo de T. minasense
(Ziccardi e Oliveira, 1997).

Com a evolugdo da biologia molecular e maior acessibilidade dos
pesquisadores a esta, o diagndstico molecular de Trypanosoma passou a ser mais
especifico. Em um estudo de caracterizacdo molecular de infeccbes por
tripanossomatideos em macacos bugios selvagens (Alouatta caraya) no nordeste da
Argentina, foram identificados 9 animais positivos par T. minasense entre os 109
testados através de PCR e sequenciamento dos amplicons (Martinez et al., 2016).

2.2.2.2 Trypanosoma rangeli

O Trypanosoma rangeli (T. rangeli) foi descrito pela primeira vez por Tejera em
1920 na Venezuela. Sua distribuicdo € endémica na América Central e América do
Sul, juntamente com T. cruzi, causador da Doenca de Chagas, doenca que acomete

0 sistema cardiaco e gastrointestinal podendo levar a morte (Ferreira et al., 2020).

T. rangeli ndo apresenta especificidade de hospedeiros, sendo encontrado em
uma extensa variedade de reservatérios mamiferos correspondentes as Ordens
Edentata, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e Primata (que inclui o homem e primatas

ndo humanos) (Maia da Silva et al.,, 2004). Esse parasito ndo é considerado
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patogénico para seus hospedeiros vertebrados, e para humanos o periodo de
resolucao espontanea na infeccéo por T. rangeli é estimado em aproximadamente 18

meses (Jiménez et al., 2019).

Triatomineos do género Rhodnius sdo considerados o vetor de T. rangeli, e
nesses organismos causam efeitos deletérios como: desenvolvimento tardio das
ninfas, lise de células musculares durante invasdo da hemolinfa, mortalidade,
dificuldade de mudas devido a deformacdes morfoldgicas e dificuldade na alimentacao
(Mejia-Meneses et al., 2005).

Esses vetores, por serem hematéfagos, se contaminam ao se alimentarem do
sangue dos animais reservatérios contaminados, e infectados ao se alimentarem de
outro animal depositam fezes e urina na pele do hospedeiro, entrando neste através
do local da picadura induzido por friccdo ou arranhdo do préprio hospedeiro. Outro
dado importante é que Rhodnius spp. também séo vetores de T. cruzi que neste caso

nao causam danos ao vetor (Wu et al., 2020).

Nao é possivel diferenciar a infec¢do T. rangeli de T. cruzi morfologicamente e
nem por meio de exames soroldgicos devido a suas similaridades, sendo os testes
moleculares as ferramentas mais adequadas para essa diferenciacdo (Maia da Silva
et al., 2009). A infeccdo por T. rangeli produz uma boa resposta humoral em
mamiferos e que 0s anticorpos apresentam reatividade cruzada com T. cruzi, o que
pode inferir em diagndsticos falso-positivos para a doenca de Chagas (Moraes et al.,
2008).

Embora T. rangeli ndo seja patogénico, é importante compreender a sua
dindmica de transmisséao por haver uma série de fatores que o aproxima do causador
da Doenca de Chagas como o compartilhamento de pelo menos 60% dos antigenos,
possuirem a mesma distribuicdo geografica e compartiiharem 0s mesmos
hospedeiros e vetores (Wu et al., 2020). Desta forma, ha estudos que testam T.
rangeli para uma potencial vacina contra o T. cruzi em animais domésticos (Basso et
al., 2014).

T. rangeli ja foi identificado no Estado de Minas Gerais em gambas e em
triatomineos. Ao todo vinte e um gambas (Didelphis albiventris) foram capturados, e o

parasito foi detectado no sangue de 57,1% (12/21) dos animais. Infec¢des Unicas por
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T. rangeli ou T. cruzi foram diagnosticadas, respectivamente, em 58,4 e 8,3% dos
gambas. Dos 44 triatomineos coletados 22 (50%), apresentaram Trypanosoma spp.
no trato digestivo e fezes. Os dados demonstraram a importancia do gamba na
manutenc¢ao do ciclo silvestre e peridoméstico de T. rangeli e T. cruzi (Ramirez et al.,
2002).

Em um estudo avaliando o perfil sanitario de 43 tatus de vida livre no Estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil, que compreende o bioma do Cerrado e Pantanal, dois
animais apresentaram-se positivos para Trypanosoma spp. em hemocultura, que apos
caracterizagdo molecular identificaram-se com um T. cruzi e outro T. rangeli, ambos
na espécie Dasypus novemcinctus (tatu-galinha). Os autores sinalizam a importancia
do monitoramento dos animais silvestres para o entendimento da epidemiologia e

controle de doencas (Kluyber et al., 2020).

Em um estudo que levantou a ocorréncia de Trypanosoma spp. em primatas
ameacados de extincdo da espécie Saguinus bicolor na Floresta Amazbnica,
identificou que dos 96 animais coletados, 45 (46,8%) apresentaram esfregaco
positivo, sendo que T. rangeli foi encontrado em 38 animais (39,6%), ndo havendo a
deteccdo de T. cruzi. Ja nas hemoculturas dos mesmos animais 84 foram positivas,
onde 72 (85,75%) para T. rangeli e 3 (3,1%) para T. cruzi. O autor ressalta a
importancia de primatas neotropicais como mantenedores dos tripanossomas, bem

como reservatorios de zoonoses (Maia da Silva et al., 2008).

2.3 NEOSPORA CANINUM
A neosporose possui como agente etiolégico o Neospora caninum (N.
caninum), protozoario intracelular obrigatério, cosmopolita, de ciclo heteréxeno,

pertencente ao filo Apicomplexa e familia Sarcocystidae (Dubey et al., 1988).

A sua primeira descricdo ocorreu na Noruega, em 1984, em cées de uma
ninhada da raca Boxer, esses animais apresentaram sinais clinicos neurolégicos,
miosite e encefalite, e foi identificado cistos no cérebro e tecido muscular, causados
por um protozoario muito semelhante ao Toxoplasma gondii, porém nao foi
identificado anticorpos para este parasito, dessa forma suspeitava-se que era um novo

microrganismo (Bjerkas et al., 1984).
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No ano de 1988, em um estudo retrospectivo com cérebros parafinados de
cées, onde ao analisar os cortes histolégicos, foi constatado que definitivamente os
organismos encontrados eram diferentes de T. gondii, causando inclusive um quadro
clinico mais severo, e, dessa forma, foram alocados como um novo género (Neospora)
e uma nova espécie (N. caninum), as diferencas estruturais e histopatolégicas, além
da auséncia de reatividade na sorologia e imunohistoquimica para T. gondii foram os

achados primordiais para essa nova caracterizagao (Dubey et al., 1988).

O N. caninum necessita de mais de um hospedeiro para desenvolver seu ciclo
biolégico, tendo como hospedeiro definitivo os canideos, tanto domésticos quantos 0s
selvagens, e os hospedeiros intermediarios abrangem os ovinos, caprinos, bovinos,
equinos e cdes (Dubey e Schares, 2011). Os caes podem atuar tanto como hospedeiro

definitivo quanto intermediario (Gondim et al., 2004).

Por ser heteréxeno, o clico biolégico ocorre em hospedeiros distintos, com
fases assexuada e sexuada, as quais envolvem trés formas infecciosas do parasito
sendo elas: taquizoitos (livres ou em grupos), bradizoitos (em cistos teciduais) e
esporozoitos (em oocistos), onde em todas elas as formas estdo envolvidas na

transmissao do parasito (Donahoe et al., 2015).

Os canideos (hospedeiros definitivos) se infectam ao ingerirem cistos teciduais
(bradizoitos) presentes nos hospedeiros intermediarios, da agua e demais alimentos
contaminados ou por via transplacentaria (Dubey et al., 2002). Infectados eliminam
nas fezes os oocistos ndo-esporulados, que no ambiente na presenca de oxigenacao,
temperatura e umidade adequadas, sofrem esporogénia, esporulando-se, passando,
dessa forma, a conter dois esporocistos onde cada um contém quatro esporozoitos
(Dubey e Schares, 2011).

Os hospedeiros intermediarios se infectam ao ingerirem agua ou alimentos
contendo os oocistos esporulados, onde no trato digestivo ha a liberacdo dos
esporozoitos os quais invadem as células do epitélio intestinal e multiplicam-se como
taquizoitos, que irdo se disseminar por todo o organismo podendo invadir e infectar
células neurais, fibroblastos, células musculares, hepatdcitos e macrofagos
(Goodswen et al., 2013).
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Os taquizoitos causam a destruicdo dos tecidos e, consequentemente, uma
resposta inflamatoria forte, sendo os responsaveis pela forma aguda da neosporose
(Monney e Hemphill, 2014). Os taquizoitos transforma-se em bradizoitos que por
multiplicacdo formam os cistos teciduais, principalmente nos musculos e cérebro,
onde podem persistir por toda a vida do hospedeiro sem desenvolver manifestacdes

clinicas importantes (fase cronica) (McAllister, 2016).

O ciclo biologico de N. caninum fica completo quando os cistos presentes nos
tecidos das presas séo ingeridos pelos hospedeiros definitivos, onde os bradizoitos
séo liberados e invadem as células epiteliais intestinais, e pela fase sexuada liberam
0S merozoitos, que por gamogania produz-se 0s oocistos nao esporulados os quais
serdo eliminados nas fezes, repetindo o ciclo (Gondim et al., 2004; Monney e Hemphill,
2014).

A neosporose em bovinos geralmente apresenta-se subclinicamente, sendo o
aborto o principal problema gerado pela infec¢éo, que ocorre entre 0 4° més até o final
da gestacao, causados pelos danos ocorrentes no feto e/ou placenta e a liberacao de
prostaglandinas, impedindo a evolucdo da gestacdo (McAllister, 2016). Também
podem ocorrer morte, mumificacdo, reabsorcdo e recém-nascidos clinicamente

acometidos ou ndo, porém cronicamente infectados (Donahoe et al., 2015).

Nos cées, 0s casos graves evoluem para uma doenca neuromuscular no animal
jovem, com paresia que progride para uma paralisia. Ja nos adultos € mais comum
encefalomielite onde as manifestacfes clinicas estdo diretamente ligadas ao local

afetado pela infeccédo no sistema nervoso central (Goodswen et al., 2013).

Nesses animais podem ter um curso clinico generalizado ou localizado, onde
outras manifestaces menos comuns podem se desenvolver como: flacidez muscular,
miocardite, paralisia dos nervos faciais, pancreatite, atrofia muscular, pneumonia,
dificuldade de degluticdo e acometimentos cutaneos (Donahoe et al., 2015; Mann et
al., 2016).

O tratamento para neosporose nao é viavel economicamente em bovinos por
ser necessario aplicar por longos periodos, além da presenca dos residuos na carne
e no leite, dessa forma é realizado apenas em cées (Dubey et al., 2007). Nos canideos

a resposta ao tratamento € relacionada a fase da infec¢gdo em que se encontra, sendo
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a clindamicina, trimetoprim e sulfadiazina os antibiéticos mais utilizados (Jitender et
al., 2014)

A neosporose nao é considerada zoonose, entretanto, seu DNA foi detectado
em duas amostras de sangue de cordao umbilical em humanos (Duarte et al., 2020).
Dessa forma, o potencial zoondtico de N. caninum ainda é discutivel, ndo existem
evidéncias que determinam a extensao e importancia da exposi¢cdo do parasito aos
seres humanos (Béartova et al., 2016). Porém, a suscetibilidade de primatas nao
humanos foi confirmada pela primeira vez com a infeccao experimental de macacos

rhesus (Macaca mulatta) (Barr et al., 1994).

Uma infecgdo natural foi descrita em um macaco-da-noite (Aotus azarae
infulatus) que apresentava sinais clinicos inespecificos e mesmo com a terapia de
suporte instituida evoluiu a 6bito. Os tecidos e sangue do animal foram submetidos a
reacado em cadeia da polimerase (PCR) onde o resultado para N. caninum e T. gondii
foi positivo e negativo, respectivamente. Tais achados forneceram evidéncias que o
animal em questéo se infectou naturalmente, incentivando novos estudos a investigar
o real papel dos primatas neotropicais no ciclo de vida de N. caninum (Costa et al.,
2018).

2.4 TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii (T. gondi) € um protozoario, parasita intracelular
obrigatério, cosmopolita, pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae e
subfamilia Toxoplasmatinae (Levine, 1988). Apresenta ciclo heteroxeno e oocisto do
tipo isospora, isto é, com dois esporocistos e com quatro esporozoitos no interior de

cada esporocisto (Souza e Belfort, 2014).

Os felideos domésticos e os silvestres sdo seus unicos hospedeiros definitivos
(Frenkel et al., 1970) e possue a capacidade de infectar a maioria dos animais de
sangue quente, incluindo os animais silvestres, domésticos, aves e o homem (Dubey,
2012).

Tanto em animais quanto em humanos as principais formas de infec¢géo séo:
por carnivorismo pela ingestdo de tecidos animais contendo cistos teciduais

(bradizoitos), ingestao de oocistos esporulados em alimentos e/ou 4gua contaminados
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ou ainda por via transplacentaria (transmissao vertical) por meio de taquizoitos que
possuem a capacidade de atravessarem a placenta causando infeccdo congénita a
qual é uma das mais significativas causas de aborto e mortalidade perinatal entre os
animais infectados (Dubey, 2012).

Nos felideos h& a multiplicagédo enteroepitelial (fase sexuada), com a producao
de oocistos ainda ndo esporulados que séo eliminados no ambiente juntamente com
as fezes. Além dos oocistos, os taquizoitos e cistos também séo formas de vida do
parasito (aguda e crbnica) que podem ser transmitidas ao hospedeiro susceptivel,

potencializando a infec¢do para humanos e animais (Souza e Belfort, 2014).

Apébs a ingestdo, os cistos ou oocistos tém a parede externa degradada por
acdo enzimatica digestiva e os bradizoitos e esporozoitos, que sao as formas
infectantes, séo liberados no lumen intestinal, onde invadem as células tornando-se
taquizoitos que possuem a reproducdo assexuada por endodiogenia, esta de

multiplicacéo rapida (Tenter et al., 2000).

Quando a transmissao esta associada a agua, existe um risco maior de
acontecerem surtos, uma vez que inimeros individuos podem se infectar. Esse tipo
de transmisséo é agravado, pois 0s 00cistos permanecem viaveis por longos periodos
na agua e resistem a diferentes temperaturas, além de ndo serem destruidos
facilmente pelos tratamentos de agua como a cloracdo ou aplicacdo de ozdnio
(Karanis et al., 2013).

Indiscutivelmente T. gondii possui a capacidade de infectar diversos
hospedeiros, essa caracteristica ocorre principalmente diante dos inumeros
processos parasito-hospedeiro 0s quais envolvem os antigenos de superficie (SAG,
surface antigens), as proteinas de micronemas (MIC), as proteinas de roptrias (ROP

e RON) e as proteinas de granulos densos (GRA) de T. gondii (Souza e Belfort, 2014).

Dessa forma, os animais selvagens tanto na natureza quanto em cativeiros
podem agir como reservatorio ou portadores dessa zoonose e, por iSSo, possuem
grande importancia no contexto de saude publica (Epiphanio et al.,2003; Tsokana et
al., 2020).

Os exames sorologicos sdo os mais utilizados na realizacdo de estudos

epidemioldgicos da toxoplasmose, pois sdo indicativos de que o animal entrou em
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contato com o T. gondii em algum momento de sua vida ou possuem infeccdo ativa
(Dubey, 2010). Outros métodos de diagndsticos também sao utilizados como
parasitolégico, isolamento e a reagcdo em cadeia da polimerase, a qual inclusive
permite a correta e precisa caracterizagdo das cepas e verificacdo da variabilidade

genética desse agente (Su e Dubey, 2020).

Testes moleculares sao importantes para confirmar surtos, como o empregado
para caracterizar um surto de toxoplasmose fatal em 7 primatas do género Alouatta
sp. em Minas Gerais - Brasil, onde por meio da genotipagem foi identificado o mesmo
tipo clonal em todos os animais acometidos, exames histopatolégicos também
reafirmaram a infec¢do e causa da morte por toxoplasmose (Santana et al., 2020).

A manifestagdo clinica da toxoplasmose é facilmente confundida com outras
enfermidades, como a neosporose, brucelose, cinomose entre outras, dessa forma o
diagnéstico laboratorial € de suma importancia para a correta identificacdo do agente

etiolégico (Souza e Belfort, 2014).

O tratamento para a toxoplasmose varia de espécie para espécie, mas de
maneira geral € de suporte e consiste na utilizacdo da associacdo de inibidores da
dihidrofolato redutase (DHFR) (pirimetamina e trimetoprim) e dihidropteroato sintetase
(sulfonamidas, como sulfadiazina, sulfametoxazol e sulfadoxina) que bloqueiam a
sintese de &cido félico no parasito, € importante ressaltar que o tratamento s6 tem
efeito na fase aguda da infec¢do, sendo ineficiente na fase cronica (Dunay et al.,
2018).

Ao ser avaliado a soroprevaléncia de T. gondiiem cdes de comunidades
ribeirinhas do Rio Cuiaba (Cuiaba, Pantanal Mato-grossense, Brasil), dos 248 animais
pesquisados, 107 (43,15%) foram soropositivos pelo teste de imunofluorescéncia
indireta (IFAT), e das possiveis associag0es a unica significativa estatisticamente foi
a convivéncia dos caes com gatos. Dessa forma, ficou evidente as altas taxas de

infeccdo agravada pela presenca dos felinos (Rodrigues et al., 2016).

A deteccao de T. gondii em um tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
ja foi relatada tanto por sorologia quanto por PCR de sangue periférico. O animal era
de vida livre no estado de Mato Grosso, e foi atendido no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba. O animal ndo apresentava



37

sintomatologia clinica, podendo ser devido a varios fatores como patogenicidade e

viruléncia do parasito, aléem da imunidade do hospedeiro (Morgado et al., 2017).

Um grupo de grande importancia sao os primatas ndo humanos de vida livre ou
cativeiro, onde geralmente a toxoplasmose apresenta-se como uma infec¢ao aguda e
fatal, e comumente leva a morte desses animais, principalmente em surtos. Nesses
animais, ha necrose tecidual resultado da replicacédo e, consequentemente, ruptura
da célula hospedeira que abrigam os taquizoitos. Ja nos casos crénicos sao visiveis
cistos de bradizoitos na musculatura cardiaca e esquelética, bem como em alguns

casos no cérebro (Souza e Belfort, 2014).

Nos primatas em cativeiro a infec¢ao se da pelo contato com fezes de felideos,
incluindo os do proprio zooldgico, ou pela presenca de animais sinantrépicos, uma vez
gue nesses recintos 0s primatas estdo em maior contato com o solo. Dessa forma, é
importante que os primatas sejam mantidos distante dos recintos dos felideos, e que
os tratadores recebam treinamento para que nao haja contaminagdo cruzada na

preparacao da alimentagcéao (Casagrande et al., 2013).

Em um estudo em 33 primatas neotropicais da Fundacdo Parque Zoolbgico de
Sédo Paulo acometidos por toxoplasmose o sinal clinico mais comum foi apatia com
40,6%, seguido por dispneia (18,7%), hipotermia (15,6%), secrecdo nasal (12,5%),
anorexia (9,4%) e vomito (9,4%). Do total, 43,7% dos animais vieram a 6bito sem
apresentar sinais clinicos. Nesse mesmo estudo, na andlise post-mortem a congestao
pulmonar foi encontrada em 78,8% dos animais, seguido de edema pulmonar em
75,8% e esplenomegalia em 57,6%. Em 97% das laminas histopatoldgicas foi
encontrado hepatite necrética multifocal, linfadenite em 95,4% e pneumonia intersticial
em 90,3% (Epiphanio et al.,2003).

Independente da regido brasileira, € comum o contato de primatas nao
humanos com o T. gondii. Em um estudo de detecc¢éo de anticorpos para T. gondii em
primatas ndo humanos cativos da regido Amazonica, dos 179 animais testados quase
metade 88 (49,2%) foram positivos para IgG em doze das dezoito espécies

pesquisadas (Minervino et al., 2017).

Na China 15 macacos foram coletados em zoolégicos na provincia de Henan.

No teste de aglutinacdo mostrou que 46,7% (7/15) dos soros tinham T. gondii
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apresentavam anticorpos contra o parasito. Uma cepa viavel de T. gondii foi isolada
com sucesso do miocardio de um macaco rhesus (Macaca mulatta) por bioensaio em
camundongos e o gendtipo foi determinado por PCR-RFLP com 10 marcadores e os
genes de viruléncia ROP5 e ROP18. O gendtipo encontrado ndo corresponde a
nenhum outro conhecido. Além disso, o agente isolado formou baixo niumero de cistos
teciduais e ndo foi letal para camundongos do bioensaio. Esse estudo trouxe o
primeiro isolado de T. gondii em macacos do Velho Mundo, descrevendo o macaco
rhesus como um novo registro de hospedeiro para T. gondii. Estudos como esses
encorajam novos experimentos na busca pelos mesmos resultados, porém em

primatas neotropicais (Xin et al., 2021).

2.5 BRUCELLA spp.

A brucelose, também conhecida como febre de Malta ou febre ondulante, é
uma doenca infectocontagiosa, zoonética, que acomete animais domésticos e
selvagens, com impactos significativos para a saude animal, comércio internacional e
salde publica. E causada pelas bactérias do género Brucella, que se caracterizam
por serem coco-bacilos gram-negativos, imoveis, intracelulares facultativos, néo

formadoras de esporos e ndo encapsulam (Abedi et al., 2020).

Essas bactérias ndo sdo consideradas espécie-especificas, mas possuem
predilecao pelo hospedeiro. A literatura relata mais de 10 espécies, cada qual com um
hospedeiro preferencial. Das espécies ja descritas, seis sdo consideradas “classicas”
por serem as mais comuns e conhecidas, sdo elas: B. canis (caes), B. abortus
(bovinos e bubalinos), B. melitensis (ovinos e caprinos), B. ovis (ovinos), B. suis
(suinos), e B. neotomae (rato do deserto). Outras que foram mais recentemente
identificadas sdo: B. pinnipedialis e B. ceti (mamiferos marinhos), B. microti
(roedores), B. inopinata (isolado de infeccdo em prétese mamaria de humanos), B.
vulpis (raposas) e B. papionis (babuino) (Whatmore et al., 2014; Soler-Lloréns et al.,
2016).

Dentre as espécies citadas, B. melitensis é a mais patogénica e infectante para
0S seres humanos, seguida por B. suis, B. abortus e B. canis, sendo que a infec¢ao
por B. abortus é a mais comum devido a sua maior difuséo entre os animais (Paulin
et al., 2008).
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Possuem a capacidade infectar por meio da penetracdo na pele integra ou
lesionada, pelas mucosas e como aerossois, dessa forma, profissionais como
veterindarios e trabalhadores de fazendas e frigorificos estdo constantemente expostos
ao risco de infeccao (Lage et al., 2008).

Outra preocupacdo no aspecto da saude Unica € que 0 contdgio ocorre
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados, geralmente leite cru e
derivados nédo pasteurizados, e a transmissdo também ocorre, embora mais rara
devido ao numero das bactérias serem reduzidos na musculatura, pela ingestao de
carnes e embutidos crus ou mal passados oriundos de animais infectados (Khurana
et al., 2021). Diante disso, no Brasil desde a década de 70 o comércio de leite cru esta
proibido pelo decreto n° 66.183, tornando obrigatdrio a pasteurizacao do leite (Brasil,
1970).

Apos a infeccdo, ocorre a fagocitose de Brucella spp. pelos macréfagos e séo
transportadas para os linfonodos regionais, onde ocorre a multiplicagdo causando
linfadenite e hiperplasia. Desses linfonodos iniciais migram para outros, além do bacgo
e figado; e em seguida para os tecidos osteoarticulares, 6rgaos reprodutores e
mamas, por possuirem eritritol, um alcool do qual a Brucella utiliza como fonte de

energia por reacdes metabolicas proprias (Lopez-Santiago et al., 2019).

Na gestacdo, a concentracdo de eritritol aumenta, atingindo niveis maximos
proximo ao parto; dessa forma a infeccdo deixa de ser latente e ocorre intensa
multiplicagdo bacteriana, que lesionam a placenta, causam descolamento das
vilosidades e, consequentemente, morte fetal pelo baixo suprimento sanguineo, que

leva ao aborto (Khurana et al., 2021).

A brucelose € uma doenca de dificil diagndstico por apresentar sinais clinicos
inespecificos, 0 que leva a um grande numero de subnotificagbes, sendo os mais
comuns: febre, fraqueza, sudorese noturna com odor peculiar, dores musculares e
calafrios (Seleem et al., 2010). A B. melitensis causa sinais clinicos mais severos,
com infeccdo aguda. J4 as formas menos severas da doenga apresentam-se como
uma evolugdo cronica e sdo causadas principalmente por B. suis e B. abortus
(Khurana et al., 2021).
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A infeccéo pode se manifestar desde uma forma branda com evolucédo para a
cura espontanea, quanto para formas graves e prolongadas, acarretando em toxemia.
Outras complicacdes descritas sdo endocardite, trombocitopenia, e outras, podendo
levar a morte, e geralmente ndo apresentam sintomatologia neuroldgica, mas esse

quadro ja foi relatado (Ceran et al., 2011).

No diagnéstico clinico da brucelose os padrbes epidemiolégicos e as
informacdes relacionadas, bem como a historia da doencga, sdo muito importantes, e
devem ser associados com técnicas de cultura bacteriana e por diversos métodos
sorologicos. Véarios métodos de laboratério, incluindo isolamento e identificacdo da
bactéria, antigeno especifico de Brucella, métodos de detec¢do de anticorpos, e
deteccdo molecular como a Reacdo em Cadeia da Polimerase, sdo Uteis no

diagnéstico de brucelose (Mantur et al.,2007).

O tratamento antibidtico da brucelose em animais domeésticos € frequentemente
malsucedido devido a sobrevivéncia intracelular de Brucella e sua adaptabilidade nos
macréfagos (Seleem et al. 2010). Em caes uma alternativa € o uso de enrofloxacina

via oral por um periodo de 30 dias (Wanke et al., 2006).

Em humanos protocolos de associacéo antibidtica sédo utilizados, tais como o
uso conjunto de doxiciclina com rifampicina durante 6 semanas por via oral (Villate e
Casallas, 2020).

Alguns pontos importantes como a sua caracteristica de ndo ser espécie
especifica, constante capacidade de adaptacédo, a proximidade dos animais de vida
livre com rebanhos domésticos, aparecimento de novos reservatorios, as praticas de
manejo inadequado em propriedades, abatedouros e frigorificos clandestinos, fazem
com que fontes de infeccdo se perpetuem, potencializando infec¢des cruzadas entre
diferentes espécies animais e 0 homem, mantendo a Brucella como um dos principais

agentes zoondtico do planeta (Khurana et al., 2021).

Em um estudo de deteccdo molecular de B. canis em cées de Cuiaba, Mato
Grosso, das 327 amostras de sangue submetidas a PCR, 79 (24,1%) foram positivas,

demonstrando a ocorréncia deste patégeno na regido estudada (Silva et al., 2012).

Ao avaliar a presenca de Brucella spp. em felideos selvagens do Zooldgico da

Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabd, foram coletadas amostras de sangue
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de sete pumas (Puma concolor), cinco oncas-pintadas (Panthera onca), quatro
jaguatiricas (Leopardus pardalis) e um ledo (Panthera leo). A presenca de anticorpos
e DNA de B. abortus e B. canis nédo foi detectada no ledo. A amplificagdo do DNA
de B. abortus e B. canis foi observada nas quatro jaguatiricas. Um jaguar foi positivo
para B. abortus na PCR, e o DNA de B. canis também foi detectado em dois pumas e
um jaguar. Dois pumas e duas oncas-pintadas foram soropositivas para B. abortus e
uma jaguatirica e duas ongas-pintadas foram soropositivas para B. canis (Almeida et
al., 2012).

Nos primatas embora sejam suscetiveis a infeccdo por Brucella, ha poucos
relatos e estudos acerca dessa relacdo patdégeno-hospedeiro. Em 2009, no Texas —
Estados Unidos - foi descrito um novo isolado de Brucella, por meio de isolamento,
caracterizacdo bioquimica e testes moleculares, associada a dois casos de morte
neonatal em primatas (babuinos) a qual recebeu o nome de Brucella papionis
(Schlabritz-Loutsevitch et al., 2009; Whatmore et al., 2014).

2.6 LEPTOSPIRA spp.

A leptospirose é uma doenca zoonética causada pelas bactérias espiroquetas
do género Leptospira pertencentes a familia Leptospiraceaee ordem Spirochaetales.
Caracterizam-se por apresentarem tamanho de aproximadamente 0,1 um de didmetro
e entre 6-20 um de comprimento, estrutura delgada e formato em espiral, aerébias
obrigatérias, moveis, catalase e oxidase positivas e sua estrutura e organizacao sao
semelhantes as bactérias gram-negativas, possuindo membrana externa que envolve
a célula e a capa peptidioglicano da parede celular (Cameron et al., 2015; Samrot et
al., 2021).

Apés estudos de biologia molecular, o género Leptospira foi reorganizado da
seguinte forma: 10 espécies patogénicas para humanos e animais (L. interrogans, L.
kirschneri, L. alstonii, L. terpstrae, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. borgpetersenii,
L. alexanderi e L. kmetyi), 5 espécies intermediarias que causam manifestacdes
clinicas leves em animais e humanos (L. inadai, L. licerasiae L. broomii, L.wolffii e L.
fainei) e as saprofitas, consideradas ambientais que ndo causam doencas em animais

e humanos (L. biflexa, L. idoniie, L. wolbachii, L. vanthielii, L. terpstrae, L. yanagawae
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e L. meyeri). Vale ressaltar que cada grupo possui inimeros sorovares (Adler e de la
Pefia, 2010; Sun et al., 2020).

Estéo presentes no mundo todo, mas principalmente em regides tropicais, pois
o clima quente e umido favorece a sobrevida dessas bactérias, portanto, sdo sazonais
mais associadas a épocas chuvosas principalmente em inundacdes, o que € um
agravante, pois essas bactérias podem penetrar no organismo ndo s6 através das
mucosas, mas também em pele integra (Levett, 2001; Picardeau, 2013).

Aproximadamente mais de 200 espécies animais, incluindo gado e cées, foram
confirmados como hospedeiros de Leptospira, onde L. interrogans € a genoespécie
mais prevalente no mundo (Adler e de la Pefia, 2010).

Os organismos infectados alojam as bactérias nos rins e as eliminam vivas no
meio ambiente, contaminando o solo, a agua, animais e humanos. Os roedores sdo
0S principais reservatorios sinantropicos (Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus
musculus) e quando infectados séo de forma cronica e assintomatica. Ja os humanos
sao hospedeiros acidentais e terminais dentro da cadeia de transmissao (De Farias et
al., 2008; Haake e Lavett, 2015).

A leptospirose ndo apresenta lesdo patognomonica, sendo a principal alteracéo
relacionada a lesdo endotelial, principalmente nos rins, onde possuem sorovares mais
ou menos patogénicos (Evangelista et al, 2010).

A sintomatologia clinica varia entre as espécies hospedeira. De forma geral, as
manifestacbes clinicas ocorrem de forma aguda e inclui febre, ictericia, vomito,
depressao, diarreia, aborto, falha renal, hemoglobinuria e alguns casos até a morte. A
mortalidade estd relacionada principalmente a susceptibilidade de cada espécie
infectada e também a quantidade de microrganismos aos quais o individuo foi exposto
(Bolin, 2003).

O diagndstico deve ser realizado preferencialmente por métodos laboratoriais
devido a inespecificidade dos sintomas e por estes serem caracteristicos na fase mais
avancada da doenca, dessa forma, o diagndstico mais preciso pode ser realizado por
meio de sorologia, Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e imunohistoquimica,
principalmente (Khaki, 2016).

O tratamento para a leptospirose é de suporte e baseia-se na sintomatologia
clinica. E fundamental a administracdo de antimicrobianos, principalmente a

estreptomicina e tetraciclina, pois acabam com a eliminagdo do agente na urina,
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evitando a contaminacao de outros individuos e do ambiente (Bolin, 2003; Liegeon et
al., 2018).

O javali (Sus scrofa) é considerado um reservatério da leptospirose. Em um
estudo realizado na Toscana (Itdlia) 287 amostras de soro, rins e figado, de animais
cacados, foram coletadas e submetidas a testes de aglutinacdo microscopica,
isolamento bacteriano e PCR em tempo real. Os resultados mostraram que 39
(13,59%) dos soros foram positivos na sorologia, 32 rins (11,15%) apresentaram DNA
patogénico de Leptospira e também foi detectado 4 culturas positivas para o género
Leptospira. Dessa forma, é evidente o papel dos animais silvestres na manutencéo e
transmissdo da leptospirose ao homem e demais animais e que cacadores sdo
expostos a altos riscos de infeccao pelo manejo e abate de animais (Cilia et al., 2020).

Um estudo realizado a fim de verificar a capacidade de macacos verdes
africanos (Chlorocebus sabeus), da ilha caribenha de Sao Cristovao, assintomaticos
serem reservatorio de Leptospira, demonstrou que dos 83 animais do estudo, 48%
continham anticorpos contra Leptospira no teste de aglutinacdo e, na PCR, o DNA de
Leptospira spp. foi detectado em 4% (2/50) das amostras de rins testadas. O trabalho
esclareceu que esses primatas podem servir como reservatérios assintomaticos, além
de serem fontes de contaminacdo ambiental e transmitirem a Leptospira para
humanos e animais (Rajeev et al., 2020).

Recentemente, um estudo em macacos-prego adultos de vida livre (Cebus
apella nigritus) em uma reserva florestal no sudeste do Estado de Sao Paulo — Brasil,
identificou anticorpos anti-Leptospira no sangue de 78% dos animais estudados
(39/50), entretanto na urina de nenhum dos animais foi encontrado DNA deste agente,
indicando que nao havia infecgéo ativa (Girio et al., 2020).

Em um experimento realizado em primatas de cativeiro do Zooldgico de
Barranquilla - Colémbia, detectou que dos 29 primatas testados 2 (6,9%)
apresentaram sorologia positiva para Leptospira, 0 mesmo aconteceu com ratos
66,7% (10/15) e esquilos 60% (6/10). Foi identificado que os primatas das espécies
Ateles hybridus e Ateles fusciceps tiveram titulos positivos para 0S sorogrupos
Cynopteri e Ictohaemorrhagiae, respectivamente. Nenhum animal do estudo
apresentou cultura ou PCR positivas para Leptospira, o que também indicou que nao
havia infecg&o ativa nesses animais (Woolf et al., 2021).

Almeida e colaboradores (2016) estudaram uma populagéo de 58 primatas, dos

quais 42 eram macacos do Parque Zooldgico de Salvador (Parque Zoobotanico
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Getulio Vargas), Bahia, Brasil, e 16 primatas (Cebus spp.) resgatados do comércio
ilegal que estavam alojados no Centro de Reabilitacdo de Fauna Silvestre de Salvador
(CETAS) também da Bahia. Apdés andlise soroldgica, foi detectado anticorpos
antileptospirais em 2% dos animais do zooldgico e em 31% dos animais resgatados.
Todas as amostras de sangue e urina foram negativas na PCR. O estudo trouxe um
alerta do risco potencial de transmissédo da leptospirose ao manter esses animais

como animais de estimagdo ou em contato proximo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
e Detectar molecularmente agentes patogénicos de primatas neotropicais de
vida livre e cativeiro do Estado de Mato Grosso, Brasil, e verificar eventuais

reservatorios de zoonoses.

3.2 Objetivos especificos:
e Verificar a presenca de material genético de Leishmania spp., Trypanosoma
spp., Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Brucella spp. e Leptospira spp.

em primatas neotropicais.

e Analisar os resultados a fim de obter um panorama de agentes patogénicos de
primatas neotropicais do Estado de Mato Grosso.

e Identificar a presenca de eventuais patdgenos que estdo associados

diretamente a conservacao dos primatas neotropicais em vida livre ou em

cativeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Os procedimentos das coletas dos animais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) sob o protocolo n°. 23108.015878 / 2019-65 e pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo0), alvara n° 40617-1 e 42303.

4.2 Amostras

Entre 2017 e 2019, foram coletadas 38 amostras de sangue total de primatas
neotropicais, independentemente dos sinais clinicos, do Estado de Mato Grosso (em
liberdade e cativos) de seis diferentes espécies (Alouatta caraya, Aotus azarae, Aotus
infulatus, Ateles marginatus, Mico melanurus e Sapajus apella) oriundas das cidades
de Cuiabé (15 ° 35'46,0 "S 56 ° 05'48,0" W), Chapada dos Guimaréaes (15 ° 27'38,0 "S
55 ° 44'59,0" O), Diamantino (14 ° 24'31,0 "S 56 ° 26'46,0" O), Nobres (14 ° 43'13,0
"S 56 ° 19 '39 .0 "W), Poconé (16 ° 15'24.0" S 56 ° 37'22.0 "W), Tangara da Serra (14
° 37'40"S 57 ° 30 '25"W) e Varzea Grande ( 15 ° 38'48.0 "S 56 ° 07'57.0" W) (Tabela
1), as quais foram armazenadas em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Veterinaria e Biologia
Molecular da UFMT, Cuiaba, Brasil.

As capturas dos animais foram realizadas pela Secretaria de Meio Ambiente
do Estado de Mato Grosso (SEMA) e Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do
municipio de Cuiaba. As coletas das amostras de sangue foram realizadas pelo Setor
de Animais Silvestres do Hospital Veterinario da UFMT — Cuiaba, onde para as
imobilizacdes foram utilizadas cetamina e midazolam de acordo com o peso corporal
de cada animal (Cubas et al., 2014). As amostras foram armazenadas a -80°C até a

utilizag&o nos testes moleculares.
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Tabela 1. Animais testados e seus respectivos dados epidemioldgicos.

Municipio Espécie primata (n) Habitat Sexo
Chapada dos Guimarées (1) Aotus azarae Vida Livre Fémea
Cuiaba (1) Alouatta caraya Vida Livre Macho
(1) Alouatta caraya Cativeiro Fémea

(1) Aotus azarae Vida Livre Macho
(3) Aotus azarae Vida Livre Fémea

(2) Aotus infulatus Vida Livre Macho
(1) Aotus infulatus Vida Livre Fémea
(4) Ateles marginatus Cativeiro Fémea
(4) Mico melanurus Vida Livre Fémea

(5) Mico melanurus Vida Livre Macho
(3) Sapajus apella Cativeiro Fémea
(2) Sapajus apella Vida Livre Fémea
(2) Sapajus apella Vida Livre Macho
Diamantino (1) Mico melanurus Vida Livre Macho
Nobres (1) Sapajus apella Vida Livre Macho
Poconé (1) Sapajus apella Vida Livre Macho
Tangaré da Serra (1) Sapajus apella Cativeiro Fémea
Véarzea Grande (1) Alouatta caraya Cativeiro Macho
(1) Mico melanurus Vida Livre Fémea
(1) Sapajus apella Cativeiro Fémea
(1) Sapajus apella Cativeiro Macho

4.3 Extragao de DNA e verificag&o de viabilidade

Uma aliguota de 250uL do sangue total de cada animal foi submetida a
extracdo de DNA pelo método do fenol/cloroformio/proteinase K, conforme descrito
por Sambrook e Russell, 2001. Para verificar a presenca de inibidores de PCR nas
amostras de DNA e o sucesso da extragdo, garantindo a viabilidade, os DNA’s
extraidos foram submetidos a PCR para o0 gene da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), com os oligonucleotideos GAPDHF e GAPDHR, segundo
Birkenheuer et al. (2003).
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4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os agentes pesquisados

A deteccdo molecular dos agentes etiolégicos foi pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase. Foram utilizados como controles positivos amplicons previamente
sequenciados de acordo com cada agente pesquisado e agua ultrapura como controle
negativo das reacfes. Na tabela abaixo (Tabela 2) encontra-se a sequéncia de
oligonucleotideos, o tamanho do amplicon e autor referenciado, de acordo com cada

agente pesquisado.

Tabela 2 - Sequéncias de oligonucleotideos, tamanho do amplicon e seus respectivos autores,

de acordo com cada agente pesquisado.

Oligonu Tamanh
Agente cleotide Sequéncia do oligonucleotideo o do Autor
0s amplicon
Leish F 5'- (G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)- Degrave
Leishmania spp. Leish R CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3 120 pb et al.,
5-GGGGAGGGG-CGTTCTGCGAA-3 (1994)
Leishmania RVL | 5-CTTTTCTGG TCC CGC GGG TAG G-3' | 1,0 0 "Z(t:g?”d
infantum RV2 5"-CCA CCT GGC TAT TTT ACA CCA-3 (2005)
(tg:zmzmz) LSPF 5 GGGTAGGGGCGTTCTG-3' Loopp | Conter et
. LLAR 5'- CCCCCAGTTGTGACCG-3 al., (2018)
amazonensis
Trypanosoma 609F 5-GAT CCG CGG TAA TTC CAG C-3’ 900 pb dztsa'l"’a
spp. 706R 5-TTG AGG TTA CAG TCT CAG-3' (2004’)
NN1 5-TCAACCTTTGAATCCCAA-3
NN2 5-CGAGCCAAGACATCCATT-3
Neo_spora 213 pb Buxton et
caninum NP1 5-TACTACTCCCTGTGAGTTG-3' al. (1998)
NP2 5-TCTCTTCCCTCAAACGCT-3'
Toxoplasma Toxo 1 5-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ 194 bp Burg et
gondii Toxo 2 5-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3 al., (1989)
Brucella spp B2N-1 5'- GTCGCGGATTCTACCTCACCT-3’ 280 pb Kim et al.,
) B2N-2 5'- TAAGCAGGTAAGAGGCAATTT-3 (2006)
Leptospira spp lipL32F 5 -ATCTCCGTTGCACTCTTTGC-3 474 pb Ahmed et
) lipL32R 5-ACCATCATCATCATCGTCCA-3 al., (2006)

Todas as reacgdes foram processadas em termociclador (Simpliamp thermo
cycler — ThermoFischer Scientific™) com desnaturagao inicial, seguido de ciclos de
desnaturacao, anelamento e extenséo, finalizando com a extenséo final de acordo
com a descricdo de cada autor.

Os produtos obtidos na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corados com GelRedTM (Nucleic Acid gel stain, Biotium®), a 10 V/cm

e visualizados em fotodocumentador ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image
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Lab™ para verificagdo dos resultados. O marcador de massa molecular utilizado foi o
Ladder 100pb (Ludwig®).

4.5 Sequenciamento de DNA

Para a identificacdo da espécie do género Trypanosoma, o produto de PCR, foi
sequenciado. O DNA foi purificado usando o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Chicago, EUA), preparados para sequenciamento com o
kit BigDye™ (Applied Biosystems, Foster, EUA) e submetidos ao sequenciamento
automéatico (ABI3500 Applied Biosystems, Foster, EUA) com os oligonucleotideos
usados na PCR. As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados de
DNA utilizando o algoritmo BLAST® (versdo 2.8.0) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) para
determinar as identidades mais proximas com organismos congeneéricos disponiveis

no GenBank®.

4.6 Cladograma de Trypanosoma spp.

Sequéncias da regido V7-V8 do gene SSU (Subunidade Ribossémica
Pequena) rRNA geradas neste estudo e sequéncias homodlogas recuperadas do
GenBank® foram usadas para andlises filogenéticas para caracterizar as espécies de
Trypanosoma. O cladograma foi construido com base na técnica de neighbour-joining
com o método bootstrap com 1000 repeticbes utilizando o software MEGA-X
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versao 10.1.8 (Tamura et al., 2004).

Espécies do género Leishmania foram alocadas como out-group.

4.7 Histopatoldgico e imuno-histoquimica para T. gondii

A carcagca de oito animais encontrados falecidos recentemente ou que
morreram durante o estudo foram submetidas a necropsia, e amostras de cérebro,
pulmdo e figado foram coletadas e fixadas em formalina tamponada a 10%. As
amostras foram entdo incluidas em parafina, cortadas em secbes de 43\um de
espessura e coradas com hematoxilina e eosina (HE) para triagem em exame
histol6gico ao microscopio, bem como com técnicas de imuno-histoquimica para

deteccado de T. gondii de acordo com Antoniassi et al., 2011.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo apresentados no formato de artigo:

e Artigo 1 — Molecular detection of trypanosomatids in neotropical primates in the
state of Mato Grosso, Midwest, Brazil.

Artigo (Short communication) submetido e publicado na: Revista Brasileira de

Parasitologia Veterinaria.

e Artigo 2 — Molecular detection of Toxoplasma gondii and Neospora caninum

in neotropical primates

Artigo submetido na revista: Journal of Medical Primatology.
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Abstract

Trypanosomatids are uniflagellate protozoa belonging to the Trypanosomatidae family. The genera Trypanosoma
and Leishmania are of paramountimportance asthey contain speciesthat cause serious diseases, such as Chagas
disease and Leishmaniasis, respectively. The objective of the present study was to identify trypanosomatids present
in the whole blood of free-living and captive neotropical primates in Mato Grosso State, Midwest Brazil. Between
2017 and 2019, 38 blood samples were collected from seven different neotropical primate species in seven cities
in the state. Through molecular techniques, including polymerase chain reaction (PCR) to amplify a fragment of
the kinetoplast DNA (kDNA) and 18S ribosomal RNA (185 rRNA) gene, sequencing, and phylogenetic analysis, nine
Leishmania spp. [seven L. infantum and two L. (Leishmania) amazonensis] and two Trypanosoma spp. (T. minasense
and T. rangeli) were identified. This study contributes to understanding the occurrence and epidemiology of
trypanosomatids in Mato Grosso State and the importance of neotropical primates as trypanosome hosts and
possible infection sources for other animals and humans. Future identification of other blood pathogens in
neotropical primates will assist in disease control and prevention strategies.

Keywords: PCR, protozoan, phylogenetic analysis, zoonosis, Leishmaniasis.

Resumo

Tripanossomatideos sdo protozoarios uniflagelados pertencentes a familia Trypanosomatidae. Os géneros
Trypanosoma e Leishmanio sdo de suma importdncia por conterem espécies causadoras de doengas graves,
como doenca de Chagas e Leishmaniose, respectivamente. O objetivo do presente estudo foi identificar
tripanossomatideos presentes no sangue total de primatas neotropicais de vida livre e cativos no Estado de
Mato Grosso, Centro-Oeste do Brasil. Entre 2017 e 2019, foram coletadas 38 amostras de sangue de sete
diferentes espécies de primatas neotropicais em sete cidades do Estado. Foram identificados por meio de
técnicas moleculares, incluindo reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para amplificar um fragmento do DNA do
cinetoplasto (kDNA) e do gene do RNA ribossdmico 185 (rRNA 18S), sequenciamento e analise filogenética, nove
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Leishmania spp. [sete L. infantum e dois L. (Leishmania) amazonensis] e dois Trypanosoma spp. (T. minasense e T.
rangeli). Este estudo contribui para o entendimento da ocorréncia e epidemiologia dos tripanossomatideos no
Estado de Mato Grosso e aimportancia dos primatas neotropicais como hospedeiros tripanossomicos e possiveis
fontes de infeccdo para outros animais e humanos. A identificacdo futura de outros patégenos do sangue em
primatas neotropicais ajudara no controle de doencas e em estratégias de prevencao.

Palavras-chave: PCR, protozodrio, andlise filogenética, zoonoses, Leishmanioses.

Trypanosoma and Leishmania are uniflagellate protozoa belonging to the Trypanosomatidae family (Ortiz &
Solari, 2019). Some species are pathogenic to animals and humans, such as Trypanosoma cruzi and Leishmania
infantum, which are responsible for Chagas disease and Visceral Leishmaniasis, respectively (Kaufer et al., 2017).

Wild animals are susceptible to infection, and as a group, neotropical primates are of great significance as they
can act as reservoirs for these pathogens (Solérzano-Garcia & Pérez-Ponce de Ledn, 2018). The growth of cities,
deforestation, expansion of agriculture, and maintenance of wild fauna in captivity have promoted interaction
between neotropical primates and humans, increasing the risk of spreading anthropozoonoses. Therefore, studying
and understanding this relationship provides pertinent information within an epidemiological scope, allowing
knowledge acquisition of transmission dynamics, the sentinel role of the host, and the risks of disease emergence
(Aysanoa et al., 2017).

In Brazil, information regarding the potential role of primates as a reservoir of trypanosomatid infections is scarce,
and diagnosis may represent a prophylactic measure for zoonoses control, especially for non-human primates
because of their physiological, genetic, and geographic proximity to humans (Wolfe etal., 1998; Coimbra et al., 2020).

Therefore, the present study aimed to detect trypanosomatid infection from the whole blood of free-living
and captive neotropical primates in Mato Grosso State, Midwest Brazil, using molecular techniques, including
polymerase chain reaction (PCR), sequencing, and phylogenetic analysis.

Sample collection procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Research of the Federal
University of Mato Grosso (UFMT) under protocol no. 23108.015878/2019-65 and Instituto Chico Mendes de
Conservacgdo da Biodiversidade (ICMBio), permit no. 40617-1 and 42303.

Animals captured by the Environmental Agency of the State of Mato Grosso (SEMA) and Zoonosis Disease Control
(CCZ) of Cuiaba municipality were admitted at the UFMT veterinary hospital between 2017 and 2019. The primates
were immobilized using ketamine and midazolam according to the body weight of each animal (Cubas et al., 2014).
Whole blood samples were collected from free-ranging and captive neotropical primates, stored in tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), regardless of clinical signs, and sent to the Veterinary Microbiology and
Molecular Biology Laboratory at the UFMT, Cuiaba, Brazil.

The samples were stored at -80°C before molecular tests, and DNA extraction was then conducted using
the phenol/chloroform/proteinase K method, as previously described (Sambrook & Russell, 2001). To verify the
presence of PCR inhibitors in the DNA samples and extraction success, we tested for the presence of the mammalian
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene, with the oligonucleotides GAPDHF and GAPDHR,
following the method by Birkenheuer et al. (2003).

All DNA-extracted samples were screened for Leishmania by conventional PCR performed with LeishF and LeishR
primers, as described by Degrave et al. (1994). Two additional PCR protocols were applied for further testing of
positive samples: one using the primers RV1 and RV2, which amplify a fragment of the kinetoplast DNA (kKDNA) of
L. infantum (Lachaud et al., 2002), and another using LSPF and LLAR primers to amplify a region from the kDNA
minicircle of Leishmania (Leishmania) amazonensis (Conter et al., 2018). For molecular identification of Trypanosoma,
a fifth PCR targeting a fragment of the 18S ribosomal RNA (185) rRNA gene was performed as previously described
(Silvaetal., 2004). Amplicons previously sequenced for each Leishmania parasite [L. infantum and L. (L.) amazonensis]
were used as positive controls for PCR reactions, and T. vivax was used for Trypanosoma with ultrapure water acting
as a negative control.

PCR products were resolved in 1% agarose gels stained with GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc.,
Fremont, CA, USA) and visualized using a ChemiDoc XRS system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The
expected-size amplicons of Trypanosoma were purified using the lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Cytiva, Chicago, IL, USA) and prepared for sequencing using a BigDye™ kit (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). An
ABI-PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) was used for sequencing using the same primers used for
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PCR. The obtained sequences were compared with the DNA database using the BLAST® algorithm (version 2.8.0)
from the National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2021) to determine the closest identities with
congeneric organisms available in GenBank®.

Sequences of the V7-V8 region of the small ribosomal subunit (SSU) rRNA gene generated in this study and
homolog sequences retrieved from GenBank® were used for phylogenetic analyses to characterize Trypanosoma
species. A cladrogram was built based on the neighbor-joining technique with the bootstrap method with
1,000 replicates using MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 10.1.8 (Tamura et al., 2004).
GenBank® DNA sequences of Trypanosoma spp. were included for phylogenetic analysis. Leishmania species were
allocated as the out-group (Figure 1).
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53

Tryp rangeli XR003828669. |
s Tryp rangeli AJ012414.1
0 [ Tryp t bancrofti K1728396.1
® L Tryg avium AB566384.1
Inyp ralphi KF346523 .1
= - Tryp cruzi FI001664.2
100 Tryp 7 AB362411.1
Tryp MT804335 (M1338/17)
s | Inp brucei KX007996.1
L Tryp congolense AJ009146.1
i Leish ta braziliensis IX030135.1

Leisl ia inf XR 001203206.1

51 tf
4‘_ Leishmania amazonensis 1X030083.1

Figure 1. Cladogram of Trypanosoma spp. detected in neotropical primates, constructed using MEGA-X version 10.1.8. The
cladogram was generated using the neighbor-joining technique performed with 805 base pairs of the V7-V8 region of parasite
SSU rRNA genes. The initialization values are shown next to the nodes (1,000 replicates). All sequences obtained in this study
are within one group, and Leishmania species were used as an out-group.

Thirty-eight neotropical primates representing Alouatta caraya, Aotus azarae, Aotus infulatus, Ateles marginatus,
Mico melanurus, and Sapajus apella species were captured from Cuiaba (15°35'46.0"S 56°05'48.0"W), Chapada dos
Guimaraes (15°27'38.0"S 55°44'59.0"W), Diamantino (14°24'31.0"S 56°26'46.0"W), Nobres (14°43'13.0"S 56°19'39.0"W),
Poconé (16°15'24.0"S 56°37'22.0"W), Tangara da Serra (14°37'40"S 57° 30" 25"W), and Varzea Grande (15°38'48.0"S
56°07'57.0"W) municipalities, Mato Grosso (Figure 2).

PCR results showed that among the 38 samples evaluated, 11 (28.94%) contained trypanosomatid DNA (Table 1);
9 of these were from free-ranging animals (23.38%) that were positive for Leishmania spp. Among these, seven
individuals (18.42%; including three M. melanurus, three A. azarae, and one S. apella) were infected with L. infantum,
whereas two animals (5.26%; S. apella and M. melanurus) tested positive for L. (L.) amazonensis.

Furthermore, two (5.26%) of the 18S PCR-positive samples yielded amplicons for Trypanosoma species. Partial
DNA sequences generated from S. apella yielded a haplotype with 99.20% (871/878 bp) similarity to T. minasense,
designated as T. minasense isolate M1338/17 (GenBank number MT804335). Further, a DNA sequence obtained
from M. melanurus had a 99.36% (938/944 bp) similarity with T. rangeli, designated as T. rangeli isolate M225/18
(GenBank number MT804334). The similarity of DNA and phylogenetic analysis were conclusive for accurate
molecular classification. Coinfection was not observed in this study.

The best method for accurately identifying trypanosomatids is through molecular techniques, such as PCR and
sequencing. They have greater specificity and differentiation capacity between species and are performed within
a short time frame compared, for example, with blood cultures (Coimbra et al., 2020).
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* Sampling points: number of positives PCR’s obtained/number of primates tested

1. Cuiaba 4. Chapada dos Guimaraes
- Leishmania amazonensis 6.89% (2/29)

- Leishmania infantum 17.24% (5/29) 5. Diamantino

- Trypanosoma minasense 3.45% (1/29)

- Trypanosoma rangeli 3.45% (1/29) 6. Nobres

2. Virzea Grande

- Leishmania mfantom 25% (1/4) Telomgartida Sevea

3. Poconé
- Leishmama infantum 100% (1/1)

Figure 2. Map of the municipalities within the State of Mato Grosso where samples of the primates were collected for the
polymerase chain reaction (PCR) with the respective infection rates (%).

Table 1. Epidemiological data of the animals tested and their respective results (F = Female, M = Male).

Identification Host Habitat Sex Municipality Trypanosoma spp.  Leishmania spp.
MO05/17 Sapajus apella Captive F Cuiaba - -
Mo08/17 Sapajus apella Captive F Cuiaba - -
M530/17 Sapajus apella Free-ranging M Cuiaba - -

M1247/17 Sapajus apella Captive M Vérzea Grande - -
M1249/17 Sapajus apella Captive F Vérzea Grande - -
M1313/17 Sapajus apella Free-ranging M Cuiaba - -
M1328/17 Alouatta caraya Free-ranging M Cuiaba - -
M1338/17 Sapajus apella Free-ranging F Cuiaba T. minasense -
M1339/17 Mico melanurus Free-ranging F Cuiaba - -
M2043/17 Mico melanurus ~ Free-ranging M Cuiaba - -
M35/18 Mico melanurus Free-ranging M Cuiaba - -
M64/18 Aotus infulatus Free-ranging M Cuiaba - -
M81/18 Aotus azarae Free-ranging M Cuiaba - -
M133/18 Aotus azarae Free-ranging F Chapada dos - -

Guimaraes

M180/18 Mico melanurus ~ Free-ranging M Cuiaba - -
M204/18 Mico melanurus Free-ranging F Cuiaba - -
M225/18 Mico melanurus Free-ranging M Cuiaba T. rangeli -
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Table 1. Continued...

Identification Host Habitat Sex Municipality Trypanosoma spp.  Leishmania spp.
M656/18 Sapajus apella Free-ranging F Cuiaba - L. amazonensis
M742/18 Alouatta caraya Captive M Vérzea Grande -

M897/18 Mico melanurus Free-ranging M Diamantino -

M970/18 Mico melanurus Free-ranging M Cuiaba - L. amazonensis
M1022/18 Aotus azarae Free-ranging F Cuiaba - L. infantum
M1057/18 Sapajus apella Free-ranging M Nobres -

M1098/18 Sapajus apella Captive F Tangara da Serra -
M1106/18 Sapajus apella Captive F Cuiaba -
M1176/18 Aotus azarae Free-ranging F Cuiaba - L. infantum
M1241/18 Sapajus apella Free-ranging M Poconé - L. infantum

M522/19 Aotus infulatus Free-ranging F Cuiaba -

M603/19 Alouatta caraya Captive F Cuiaba -

M627/19 Mico melanurus Free-ranging F Cuiaba - L. infantum

M726/19 Aotus infulatus Free-ranging M Cuiaba -

M790/19 Mico melanurus Free-ranging F Varzea Grande - L. infantum
M1176/19 Aotus azarae Free-ranging F Cuiaba - L. infantum
M1460/19 Mico melanurus Free-ranging F Cuiaba - L infantum
M1638/19 Ateles marginatus Captive F Cuiaba -

M1639/19 Ateles marginatus Captive F Cuiaba -
M1640/19 Ateles marginatus Captive F Cuiaba -
M1641/19 Ateles marginatus Captive F Cuiaba -

Considering this bias, the results obtained for Leishmania spp. indicated a high L. infantum occurrence, accounting
for 77.77% (7/9) of the species identified. This finding points to a public health concern as non-human primates
may be competentin transmitting L. infantum to the invertebrate vector Lutzomyia longipalpis (Oliveira et al., 2019).

Molecular detection also was been reported for the first time with respect to L. infantum in three primates of
the species, A. azarae, a species reported to be refractory to infection in a study of in vitro infection of peritoneal
macrophages (Carneiro et al., 2012). This could be attributed to in vivo immune responses that have complex
characteristics. Several factors, such as the nutritional status of the individual, particular immune response, and
influence predisposition to clinical leishmaniasis infection; therefore, the presence of the trypanosome does not
necessarily mean the animals had leishmaniasis, and the parasites may be eliminated from the animal (Serafim et al.,
2010; Laurenti et al., 2014).

L. (L.) amazonensis is endemic to South America. In the current study, L. (L.) amazonensis DNA was detected by
PCRin the blood of two primate species (M. melanurus and S. apella). After experimental infection, S. apella exhibited
self-healing characteristics against L. (L.) amazonensis infection owing to components of their innate and acquired
immunity with complete elimination of the disease after 150 days (Laurenti et al., 2014).

T. minasense was identified in free-living S. apella. This trypanosome is classified as non-pathogenic, specific to
non-human primates, and therefore, there are no reports of human infections (Ziccardi et al., 1996). Moreover,
T. minasense has been detected in Alouatta caraya in captivity in llha Solteira, Sdo Paulo, Brazil (Tenoério etal., 2014),
and three free-living Callithrix spp. at a botanical garden in downtown Rio de Janeiro, Brazil (Coimbra et al., 2020).
Even with T. minasense present in several Brazilian regions, the public health risk is minimal since this protozoan
is considered apathogenic; however, the reported finding is of descriptive importance.
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Inthe present study, T. rangeli was identified in free-living M. melanurus. T. rangeli has already been detected in
72 primates of the species Saguinus bicolor (Callitrichidae) free-living in the Amazon rainforest (Silva et al., 2008).
This protozoan is classified as non-pathogenic to vertebrates. However, unlike 7. minasense, it has zoonotic potential
(Silva et al., 2008). Moreover, detecting this parasite does not represent a public health issue because, in humans
and domestic or wild reservoirs, parasitemia has a short duration and is low (Ramirez et al., 1998).

Our findings contribute to understanding the occurrence and epidemiology of diseases caused by Trypanosoma
and Leishmania in Mato Grosso State, Brazil, and the importance of neotropical primates, which may play a role
as hosts and possible infection sources of these protozoans for other animals and humans. Taken together, our
study encourages further work to identify other pathogens in these animals, which will assist in disease control
and prevention strategies.
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Molecular detection of Toxoplasma gondii and Neospora caninum in neotropical

primates

ABSTRACT

Background: Toxoplasma gondii and Neospora caninum infections in primates are
potentially fatal and directly impact the conservation of these animals and public health.

Materials and methods: A total of 38 blood/clot, from free-living and captive Neotropical
primates in Mato Grosso, Brazil, samples analyzed by PCR, for detection of T. gondii DNA
and N. caninum DNA. Eight animals were subjected immunohistochemistry for the detection
of T. gondii.

Results: We detected T. gondii DNA in 11 (28.95%) and N. caninum DNA in 10 (26.32%) of
samples analyzed. Coinfection was observed in three individuals. One animal returned a
positive result in the immunohistochemistry for the detection of T. gondii.

Conclusion: These findings indicate the importance of epidemiological surveillance and
reflect a concern for the conservation of these mammals. As the pathogen-host interaction is
unpredictable, infections by these protozoa can lead to animal mortality, which could have a
substantial impact on endangered species.

Keywords: zoonoses, mammals, PCR, protozoa, conservation
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1. INTRODUCTION

Non-human primates are present in approximately 90 countries, including Brazil,
Madagascar, Indonesia, and the Democratic Republic of Congo, which together harbor 65% of
the world's primate species, 60% of which are threatened with extinction. Consequently, Brazil

has a fundamental role in the maintenance and conservation of these animals.t

The monitoring and identification of pathogens in Neotropical primates is essential for
their conservation, and zoonotic species are particularly relevant, as they are sources of

infection for humans and other animals.?

The protozoa Toxoplasma gondii (T. gondii), which causes toxoplasmosis, and
Neospora caninum (N. caninum), which is responsible for neosporosis are the etiological agents
of multisystemic diseases, especially in neurological and reproductive systems. Neotropical
primates are intermediate hosts of these pathogens, and commonly contribute to acute and

potentially fatal clinical outcomes.>*

In Brazil, studies on the health profile of these animals are scarce because of the limited
resources to adequately detail the great diversity of the country's fauna. Thus, molecular tests,
especially polymerase chain reaction (PCR), which is highly sensitive and specific when
compared to other methods, aid in providing the correct diagnosis of pathological agents that

jeopardize the survival of free-living and captive Neotropical primates.®®

This study aimed to molecularly detect T. gondii and N. caninum DNA in blood/clot
samples from free-living and captive Neotropical primates from the Federal University of Mato
Grosso (UFMT) Zoo, State Environmental Agency Mato Grosso (SEMA), and the Zoonoses
Control Center (CC2).

2. MATERIALS & METHODS

2.1 Samples

Between 2017 and 2019, 38 whole blood/clot samples were collected from six species of
Neotropical primates in the State of Mato Grosso (free-living and captive) (Alouatta caraya,

Aotus azarae, Aotus infulatus, Ateles marginatus, Mico melanurus, and Sapajus apella) from
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the cities of Cuiaba (15°35'46.0" S 56° 05'48.0" W), Chapada dos Guimaraes (15°27'38.0" S
55°44'59.0" W), Diamantino (14°24'31.0" S 56°26'46.0" W), Nobles (14°43'13.0" S
56°19'39.0" W), Poconé (16°15'24.0” S 56°37'22.0" W), Tangara da Serra (14°37'40" S
57°30'25" W), and Varzea Grande (15°38'48.0" S 56°07'57.0" W), as shown in Table 1.

Blood samples were collected from animals undergoing clinical care in the Wild Animals
sector of the Veterinary Hospital of the Federal University of Mato Grosso, where they were
contained and immobilized with ketamine and midazolam according to the body weight of each
animal.® The animals were scrutinized for the presence of neurological signs (motor
incoordination). Intracardiac clot samples were collected from deceased animals referred by the
Environmental Agency of the State of Mato Grosso (SEMA) and the Center for Zoonoses
Control (CCZ) in the municipality of Cuiaba. The collections were previously approved by the
Ethics Committee in Animal Research at the Federal University of Mato Grosso under protocol
number 23108.015878/2019-65, and the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation
(ICMBI0), numbers 40617-1 and 42303.

2.2 DNA extraction

The DNA of whole blood/clot samples was extracted by the
phenol/chloroform/proteinase K method’. DNA viability was verified by PCR for the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene® (Table 2).

2.3 PCRs

The extracted DNA was subjected to PCR to detect the agents, as shown in Table 2. The
reactions were performed in a thermocycler (Simpliamp Thermocycler, Thermo Fisher
Scientific™). Positive controls were amplicons, previously sequenced according to each agent
investigated [T. gondii (GenBank: KU288755) and N. caninum (GenBank: KY659810)] and

ultrapure water was the negative control.

The amplicons were subjected to electrophoresis on a 1.5% agarose gel, stained with
GelRedTM (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium®) at 10 V/cm. Ladder 100 pb (Ludwig®) was
used as a molecular mass marker, and the bands were visualized in a ChemiDoc™ XRS photo

documenter using Image Lab™ software.
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2.4 Histopathological examination
The carcasses of animals found recently deceased or that died during the study were
subjected to necropsy, and samples of brain, lung, and liver were collected and fixed in 10%
buffered formalin. The samples were then embedded in paraffin, cut into 4 um thick sections,
and stained with hematoxylin and eosin (HE) for screening in a histological examination under
a microscope as well as with immunohistochemical techniques for the detection of T. gondii.!*

3. RESULTS

Thirty-eight (n=38) animal samples were analyzed; 26 (69.42%) were free-living and
12 (31.58%) were captive animals, of which 22 (57.90%) were female and 16 (42.10%) were
male. The PCR showed that 11 (28.95%) were positive for T. gondii: S. apella (n=6), M.
melanurus (n= 3), and A. azarae (n=2), eight of which were free living animals and three were
captive. N. caninum DNA was identified in 10 (26.32%) animals: S. apella (n=2), A. marginatus
(n=2), A. infulatus (n=2), A. azarae (n= 2), M. melanurus (n=1), and A. caraya (n=1), six of
which were free-living and four were captive. Three coinfections were observed during the
molecular examination (MO08/17, M2043/17, and M1022/18). All 38 samples tested had
GAPDH gene amplification, demonstrating the quality and viability of the extracted DNA.

Of the 31 live animals observed, 7 (22.80%) had neurological signs compatible with T.
gondii/N. caninum infection, of which 6 (85.71%) were positive for these protozoa in the PCR
test, although the presence of positive PCR results for one or the other parasite was also

observed, but with no neurological signs observed in the animals (7/31 = 22.80%).

Immunohistochemistry for the detection of T. gondii was performed in eight animals
(21.05%) that presented viable carcasses. Only the primate M1022/18 (Aotus azarae, free-
living female) showed positive immunohistochemical staining for T. gondii. Histopathological
examination of this animal showed lungs with moderate and diffuse mononuclear infiltrate and
deposition of amorphous multifocal eosinophilic interalveolar content (edema), with the
occasional presence of structures similar to protozoan bradyzoites. In the liver, phantom nuclei,
cytoplasm without delimitation, mild multifocal ballooning intracytoplasmic vacuolization, and
accentuated and diffuse congestion were observed. The kidney revealed discrete and multifocal
mononuclear infiltrate, while a severe and diffuse hemorrhage was identified in the spleen. In
the morphological diagnosis, the lung presented moderate, diffuse, and chronic granulomatous

bronchopneumonia; in the liver there was mild, diffuse, and subacute steatosis; and in the
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kidneys, lesions compatible with mild multifocal and subacute interstitial nephritis were found.
The other organs did not show any significant histopathological changes. In addition to

coinfection, the animal presented neurological signs.

4. DISCUSSION
Neotropical primates are important hosts and reservoirs of several pathogens/diseases in
cases where the proximity between man and animals greatly increases the risk of dissemination
of anthropozoonoses. Environmental changes, deforestation, and the maintenance of wild fauna
in captivity are risk factors for infections, which directly affect the survival, and consequently,

the conservation of these animals'2.

From the PCR analysis, 11 (28.95%) animals were positive for T. gondii, and
toxoplasmosis in Neotropical primates varied according to the infected species, as well as the
severity of the infection. There are marked differences in the natural resistance against T. gondii
in this group of animals, due to behavioral, ecological, physiological, and evolutionary
differences between the species; therefore, mortality rates vary from 0% to 100%, depending
on the severity.>*>4 When infected with T. gondii, a primate may present neurological clinical
signs such as motor incoordination due to encephalitis caused by the installation of protozoan
cysts in the central nervous system®!, which is the same clinical sign reported in the animals in

this study.

Old World primates have comparatively low lethality for T. gondii, which can be
attributable to the longer permanence in the soil. Thus, this group of animals probably acquired
natural resistance due to greater exposure to feces from felines. Neotropical primates generally
lack this resistance, as they have predominantly arboreal habits and are more susceptible to
infection by T. gondii*?, including those in captivity, which are more prone to outbreaks.*

Host susceptibility is also related to the genetic variability of this protozoan. Historically,
only three T. gondii clones (Type I, 11, and I11) were defined in samples from Europe and the
United States of America (USA), using the genetic marker SAG2>® however, when multiple
genetic markers were utilized, a high genetic variation was observed in this parasite, especially
in South and Central America, when compared to those from Europe and North
America. 1718192021 A recent phylogeographic study revealed that South America is the likely

origin of T. gondii, which could explain its diversity in this region.?
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The species S. apella, although Neotropical, has periurban habits and contacts the soil in
its search for food. These exposure risk factors are important for infection by protozoa, and
there is the possibility that a selection of individuals exists that is naturally resistant to T. gondii
infections, similar to old world primates.*® This observation justifies the positive PCR for T.

gondii for some animals that do not present neurological clinical signs.

N. caninum DNA was detected in 10 (26.32%) animals. The infection of primates by N.
caninum has been described in a few studies, including through transplacental transmission, in

which primates presented differing lesions in the central nervous system.?

More recent studies have also confirmed the infection of this group of animals by N.
caninum, with acute and fatal clinical outcomes, and emphasized the importance of the
differential diagnosis due to the similarities of tissue lesions and clinical signs with T. gondii.®
N. caninum is not considered zoonotic; however, its DNA was detected in two samples of
human umbilical cord blood, which requires further studies to clarify the importance of human

exposure to this agent.?*

In this study, three primates tested positive in the molecular detection of T. gondii and N.
caninum, demonstrating co-infection in both free-living (one Mico melanurus and one Aotus
azarae) and captive (one Sapajus apella) animals. Previous studies have reported the
occurrence of co-infection with these agents in domestic mammals such as dogs®, wild animals
such as rabbits (Oryctolagus cuniculus)?®, as well as wild animals kept in captivity, such as

lions (Panthera leo), tigers (Panthera tigris), and reindeer (Rangifer tarandus).?’

A necropsied animal (M1022/18) showed structures similar to protozoan bradyzoites in
the histopathological examination of the lung, and the presence of DNA from T. gondii and N.
caninum was detected by PCR; thus, the molecular diagnosis was congruent with the positive
findings of the immunohistochemistry for T. gondii. The association of these techniques helps

in the diagnosis of protozoan etiological agents in primates.®

Both T. gondii and N. caninum are protozoa whose infective forms are exclusively
excreted in the feces of their respective definitive hosts?*. Thus, infection is caused by
coprophagy, a common habit in primates, and/or by the ingestion of water or food contaminated
with infective oocysts.® Previous studies have shown the occurrence of N. caninum?® and T.
gondii?® infecting canids and felids and their respective definitive hosts, as well as

meningoencephalitis associated with T. gondii in a neotropical primate.*
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The characterization of T. gondii and N. caninum infection as acute or chronic, as well as
the clinical manifestation, is linked to factors such as the virulence of the strain, which is related
to the genetic variety, and the host's immune status.*>*! Due to the similarity between T. gondii
and N. caninum tachyzoites, the differential diagnosis is of great relevance?, which is reinforced

by the possibility of coinfection.

5. CONCLUSION
This study demonstrates the importance of primates as reservoirs and/or carriers of pathogens
as they act as maintainers of these agents in nature. Coinfections were also verified, which
expand the ability to spread pathogens by the same individual. These findings reflect a concern
for the conservation of these animals, as the pathogen-host interaction is unpredictable and
infections by these protozoa can lead to animal mortality, which has a substantial impact on
endangered species.
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Table 1. Epidemiological data of the animals tested and the respective results obtained. (F = Female, M = Male).

PCRT. PCR N.

Identification Host Habitat Sex City gondii.  caninum IHC T. gondii  Neurological signs
M1328/17 Alouatta caraya  Free-living M Cuiaba - - Unrealized YES
M742/18 Alouatta caraya Captivity M Vérzea Grande - - Unrealized NO
M603/19 Alouatta caraya Captivity F Cuiaba - + Unrealized NO
M81/18 Aotus azarae Free-living M Cuiaba - + Unrealized DEATH*
M133/18 Aotus azarae Free-living F  Chapada dos Guimarées - - Unrealized NO
M1022/18 Aotus azarae Free-living F Cuiaba + + + YES
M1176/18 Aotus azarae Free-living F Cuiaba - - - NO
M1176/19 Aotus azarae Free-living F Cuiaba + - Unrealized NO
M64/18 Aotus infulatus Free-living M Cuiaba - - Unrealized NO
M522/19 Aotus infulatus Free-living F Cuiaba - + Unrealized YES
M726/19 Aotus infulatus Free-living M Cuiaba - + Unrealized YES
M1638/19  Ateles marginatus  Captivity F Cuiaba - + Unrealized NO
M1639/19  Ateles marginatus  Captivity F Cuiaba - - Unrealized NO
M1640/19  Ateles marginatus  Captivity F Cuiaba - - Unrealized NO
M1641/19  Ateles marginatus  Captivity F Cuiaba - + Unrealized NO



M1339/17
M2043/17
M35/18
M180/18
M204/18
M225/18
M897/18
M970/18
M627/19
M790/19
M1460/19
MO05/17
MO08/17
M530/17
M1247/17
M1249/17

M1313/17

Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella

Sapajus apella

Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Free-living
Captivity

Captivity

Free-living
Captivity

Captivity

Free-living

m < < <L

< £ £

Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba

Cuiaba

Diamantino

Cuiaba

Cuiaba

Véarzea Grande

Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba

Cuiaba

Varzea Grande

Varzea Grande

Cuiaba

Unrealized
Unrealized
Unrealized

Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized

Unrealized
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DEATH*
DEATH*
DEATH*
NO
NO
NO
NO
DEATH*
NO
NO
NO
YES
YES
NO
NO
NO

DEATH*



M1338/17
M656/18
M1057/18
M1098/18
M1106/18

M1241/18

Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella

Sapajus apella

Free-living
Free-living
Free-living
Captivity
Captivity

Free-living

M

Cuiaba
Cuiaba
Nobres
Tangaré da Serra
Cuiaba

Poconé

Unrealized
Unrealized
Unrealized
Unrealized

Unrealized
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DEATH*
NO
NO
NO

YES

NO

* Animals found dead by environmental organs, without parameters to identify the presence of neurological signs.

Table 2. Primer sequence with the respective sizes of amplicons and authors, according to the agents surveyed.

Target DNA Primer

Mammal GAPDHF
GAPDHR
Toxoplasma gondii TOXO01
TOXO 2

NN1

. NN2

Neospora caninum
(Nested PCR) NP1

NP2

Oligonucleotide Sequence (5°- 3')
CCTTCATTGACCTCAACTACAT
CCAAAGTTGTCATGGATGACC
GGAACTGCATCCGTTCATGAG
TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC
TCAACCTTTGAATCCCAA
CGAGCCAAGACATCCATT

Target
GAPDH

B1 gene

ITS-1
TACTACTCCCTGTGAGTTG
TCTCTTCCCTCAAACGCT

Fragment

590pb

194ph

213pb

Author

8

10
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DEMAIS RESULTADOS (Brucella spp e Leptospira spp):

A presenca de DNA de Brucella spp. ocorreu em 13 (34,21%) amostras (sete S. apella,
dois A. caraya, dois A. marginatus, um M. melanurus e um A. infulatus). Este agente foi
identificado tanto em animais de vida livre quanto em de cativeiro. Nesse estudo ndo foi

encontrado a presenca de material genético de Leptospira spp. nas amostras testadas.
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APENDICE

Apéndice A — Tabela geral dos resultados obtidos

Tabela: Dados epidemioldgicos dos animais testados e seus respectivos resultados. F = Fémea, M = Macho, + (Positivo), - (Negativo).

Identificacdo Hospedeiro Habitat Sexo Cidade Leisshprgfania Trypz:gg.soma Tozz;;lgisima l(\:laer?isrl?grr: Br:pc;lla LEp;SSPira
M1328/17 Alouatta caraya Vidalivie M Cuiaba - - - - + -
M742/18 Alouatta caraya Cativeiro M  Varzea Grande - - - - - -
M603/19 Alouatta caraya Cativeiro F Cuiaba - - - + +
M81/18 Aotus azarae  Vidalivre M Cuiab4 - - - + - -
M133/18  Aotus azarae  Vida livre Cha_padaNdos - - - - - -
Guimarées
M1022/18  Aotus azarae  Vidalivre F Cuiab4 L. infantum - + + - -
M1176/18 Aotus azarae  Vidalivre F Cuiaba L. infantum - - - - -
M1176/19  Aotus azarae  Vidalivre F Cuiaba L. infantum - + - - -
M64/18  Aotus infulatus  Vidalivre M Cuiaba - - - - - -
M522/19  Aotus infulatus  Vidalivre F Cuiaba - - - + + -
M726/19 Aotus infulatus  Vidalivre M Cuiaba - - - + - -



M1638/19

M1639/19

M1640/19

M1641/19

M1339/17
M2043/17
M35/18
M180/18
M204/18
M225/18
M897/18
M970/18
M627/19
M790/19

M1460/19

Ateles
marginatus

Ateles
marginatus

Ateles
marginatus

Ateles
marginatus

Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus
Mico melanurus

Mico melanurus

Cativeiro

Cativeiro

Cativeiro

Cativeiro

Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre
Vida livre

Vida livre

< £ L

Tn

M
M
M

Cuiaba

Cuiaba

Cuiaba

Cuiaba

Cuiaba
Cuiaba
Cuiab4
Cuiab4
Cuiaba
Cuiaba
Diamantino
Cuiaba

Cuiaba

Vérzea Grande

Cuiaba

L. amazonensis
L. infantum
L. infantum

L. infantum

T. rangeli
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MO05/17
MO08/17
M530/17
M1247/17
M1249/17
M1313/17
M1338/17
M656/18
M1057/18
M1098/18
M1106/18

M1241/18

Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella
Sapajus apella

Sapajus apella

Cativeiro
Cativeiro
Vida livre
Cativeiro
Cativeiro
Vida livre
Free-ranging
Free-ranging
Vida livre
Cativeiro
Cativeiro

Vida livre

F

F

< <L

F

M

F

M

F

F

M

Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Vérzea Grande
Vérzea Grande
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba

Nobres

Tangara da Serra

Cuiaba

Poconé

L. amazonensis

L. infantum

T. minasense
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