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RESUMO GERAL

Mamiferos carnivoros de médio porte tém sido mais amplamente estudados na regido
Neotropical, com excecdes para algumas espécies, como 0 guaxinim ou mao-pelada
(Procyon cancrivorus), hoturno, inconspicuo e raramente capturado. Estudos que focam
sua ecologia espacia e temporal, e contaminagdo por doencas transmissiveis sdo raros
ou inexistentes. Deste modo, apresentamos dados a respeito das areas de vida, uso de
habitat e de abrigos, periodos de atividade e relacéo deste com o habitat, e contaminacéo
por seis doengas (causadas por Trypanosoma cruz, Trypanosoma evansi, Leishmania
spp., Toxoplasma gondii e Leptospira spp., aém de raiva) para guaxinins capturados
ativamente e radio-monitorados em uma regido central do Pantanal brasileiro, uma vasta
area Umida. As areas de vida entre os guaxinins ndo diferiram entre sexos (Fp,6=2,131,
P=0,195), variando de 0,3 a 6,6 km® (MPC 100%) e de 1,3 a 10,9 km? (Kernel-fixo
95%), e apresentado-se similares as areas de vida de mamiferos carnivoros de médio
porte simpéatricos e onivoros, como quatis (Nasua nasua) e cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous) previamente rédio-monitorados em parte da area de estudo. Alguns
pares de guaxinins sobrepuseram largamente suas areas de vida e areas nucleo,
especia mente durante a estagdo de cheia, e para um par de machos com vinculo social.
Individuos selecionaram corpos d’agua durante o periodo de atividade (A= 0,12, P=
0,02), e tenderam a selecionar fragmentos de mata durante seu periodo de descanso (A=
0,31, P= 0,07). Abrigos foram registrados com maior frequéncia na borda de
fragmentos florestais em agrupamentos de bromélias (47,3%), e em touceras
localizadas em &reas de campo sazonalmente inundéavel (38,4%). Guaxinins foram
ativos das 18h as 6h, apresentando um padréo de atividade unimodal, com maximo de
atividade entre 19h e 01h, independente do sexo (D= 0,055; P= 0,993). Durante o dia,

permaneceram em abrigos e, durante o crepusculo matutino e vespertino, locomoveram-



se por aeas de campo e mata, voltando e saindo do abrigo, respectivamente.
Forragearam, principamente, em baias, a partir das 19h, decrescendo das 02h as 06h.
Deste modo, € possivel que variagdes no horério de atividade, utilizacdo de habitat e
dieta evitem a sobreposi¢ao de nicho entre guaxinins e carnivoros simpétricos de porte
semelhante. Com relacdo a investigacdo de infeccOes por doencas transmissiveis,
nenhum individuo foi detectado com Trypanosoma evans (apenas exame a fresco).
Dois individuos (2/13 = 15,4%) foram detectados com Trypanosoma cruzi em
hemocultivo, sendo este isolado para um dos individuos e identificado como Tcl.
Guaxinins apresentaram anticorpos contra T. cruzi (9/12 = 75%), Leishmania spp. (2/3
= 66,7%), Toxoplasma gondii (3/12 = 25%), Leptospira spp. (/12 = 8,3%; sorovar
Canicola), e raiva (9/13 = 69,2%). Enquanto alguns individuos foram positivos para
anticorpos de apenas uma doenca (Chagas e raiva), outros foram descobertos positivos
para mais de uma doenca: Chagas + raiva (n= 3); Chagas + toxoplasmose (n= 3);
Chagas + raiva + toxoplasmose (n= 1); Chagas + raiva + leptospirose (n= 1); raiva +
leishmaniose (n= 2). Quanto aos ectoparasitas, foram encontrados carrapatos em 10
individuos: Amblyomma cajennense (n=7), A. parvum (n=52) e A. ovale (n= 10), além
de ninfas ndo identificadas (n= 17). Os dados obtidos para guaxinins no presente estudo
indicam a circulacdo de agentes etimol 0gicos na regido, evidenciando a necessidade de
um maior nimero de estudos acerca da epidemiologia destas doengas, além de politicas

publicas voltadas a conservagao dos animais silvestres.

Palavras-chave: guaxinim, &ea de vida, habitat, abrigo, atividade, doencas
transmissiveis.



GENERAL ABSTRACT

Medium-sized carnivore mammals have been more widely studied in the Neotropical
region, with exceptions for some species, as the crab-eating raccoon (Procyon
cancrivorus), a nocturnal, shy and difficult-to-capture species. Studies focusing their
spatial and tempora ecology, and infection by transmissible diseases are rare or
inexistent. Thus, we present data about home range, habitat and shelter use, time budget
activity, relationship between the activity period and habitat use, and infection by six
diseases (caused by Trypanosoma cruzi, Trypanosoma evansi, Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Leptospira spp., besides rabies) regarding radiotracked crab-eating
raccoons actively captured inhabiting the central Pantanal, a large Neotropical wetland.
Their home ranges did not differed between sexes (F(1,6)=2.131, P=0.195), ranging
from 0.3 to 6.6 km2 (100% MCP) and from 1.3 to 10.9 km2 (95% FK), and being
similar to home range sizes of sympatric omnivorous medium-sized carnivore
mammals, as brown-nosed coatis (Nasua nasua) and crab-eating foxes (Cerdocyon
thous) previoudly radiotracked in the study area. Some pairs had large overlaps for
home ranges and core areas, especialy during the wet season, and for a pair of males
with socia bonds. Individuals positively select water bodies during active period (A=
0.12, P=0.02), and tended to select forest patches during their rest period (A= 0.31, P=
0.07). Shelters more frequently used were located in the edge of forest patches, in
cluster of bromeliad (47.3%), and in tussocks in seasonal flooded grasslands (38.4%).
They were active from 1800 h to 0600 h, with a maximum activity between 1900 h and
0100 h, independent of sex (D= 0.055, P= 0.993). During the day, they remained in
shelters, and used the crepuscular period to move to and from the shelters, across
grasslands and forest patches. They usually foraged in ponds, beginning this activity at

approximately 1900 h and subsequently decreasing it from 0200 h through 0600 h.



Thus, differences in activity period associated with habitat use and diet can help crab-
eating raccoons avoid niche overlap with other coexisting medium-sized carnivores.
Regarding the investigation about infections by transmissible diseases, none individual
was evaluated with Trypanosoma evansi (only fresh exams). Two individuals (2/13 =
15.4%) were detected with Trypanosoma cruz in blood culture, which was isolate to
one individual and identified as TCI. The crab-eating raccoons presented antibodies to
T. cruz (9/12 = 75%), Leishmania spp. (2/3 = 66.7%), Toxoplasma gondii (3/12 =
25%), Leptospira spp. (/12 = 8.3%; serovar Canicola) and rabies (9/13 = 69.2%).
Some individuals were positive for only one disease antibodies (Chagas disease and
rabies), whereas others were detected with more than one disease: Chagas + rabies (n =
3); Chagas + toxoplasmosis (n = 3); Chagas + rabies + toxoplasmosis (n = 1); Chagas +
rabies + leptospirosis (n = 1); rabies + leishmaniasis (n = 2). As for the ectoparasites,
ticks were found in 10 crab-eating raccoons: Amblyomma cajennense (n = 7), A. parvum
(n = 52) and A. ovale (n = 10), and nymphs were not identified (n = 17). The data
obtained for crab-eating raccoons in this study indicate the movement of diseases’
agents in the central Pantanal region, highlighting the need for a major number of
studies on the epidemiology of these diseases, and public policies for the conservation

of wild animals.

Key words: crab-eating raccoon, home range, habitat, shelter, activity, transmissible
diseases.



INTRODUCAO GERAL

O guaxinim, mao-pelada, mdo-chata ou jaracambeva (Procyon cancrivorus),
reportado neste estudo como “guaxinim centro-sul-americano” ou “crab-eating
raccoon”, € um carnivoro procionideo de meédio porte que habita todos os biomas
brasileiros (Cheida e Santos 2010, Fonseca et al. 1996). Utiliza desde habitats florestais
até campos, sendo estes sempre proximos a cursos d’agua, onde forrageia (Eisenberg e
Redford 1999, Emmons e Feer 1997, Trolle 2003). No Pantanal, utiliza éreas proximas
a baias (Bianchi 2009), sendo registrado tanto na planicie, quanto no planalto (Coutinho
et a. 1997, Rodrigues et al. 2002).

A espécie ndo € citada na lista brasileira de animais ameagados (Chiarello et al.
2008) elista CITES (CITES 2011), e é classificada como espécie ndo ameacada (LC) na
lista vermelha da IUCN (IUCN 2011). Entretanto, € possivel que o guaxinim sofra
impactos negativos devido a destruicéo e fragmentacdo dos habitats em que ocorre; no
Pantanal, o avanco da pecuaria € o principal fator de supressdo da vegetacéo nativa.
Fischer (1997) documenta outro impacto: o guaxinim € uma das espécies de mamiferos
mais atropeladas em estradas do Pantanal. Além disso, neste bioma a espécie mantém
relacdo com doencas parasitarias, como leptospirose (Leptospira spp.) e leishmaniose
(Leishmania spp.), e virais, como cinomose, parvovirose e raiva (Jorge et a. 2010a,b); e
estudos que visam elucidar o impacto que tais doencas podem ter em individuos e
popul agdes de guaxinim ainda estédo em desenvol vimento.

Apesar de viver em areas abertas, seu habito noturno e inconspicuo dificultam
observagOes acerca de seu comportamento e captura, fazendo deste um dos carnivoros
brasileiros menos estudados (Crawshaw Jr. 2006; Morato et a. 2004). A captura da
espécie ainda ndo €& amplamente realizada no pais devido, em parte, a baixa

capturabilidade em um dos métodos mais utilizados para carnivoros: armadilhas do tipo



gaiolas. A excecdo deve-se ao estudo de Jorge (2008) que capturou no Pantana norte
(Poconé, MT) 13 individuos através de gaiolas. Entretanto, um método de captura ativa
para guaxinins (cerco de individuos durante forrageio em baias e captura com pucas),
desenvolvido para areas abertas do Pantanal da Nhecolandia (Bianchi 2009; Cheida e
Rodrigues 2010), vém possibilitando a realizagcéo de trabalhos com a espécie (este
estudo; Bianchi 2009).

O Pantanad € uma das maiores planicies inundaveis do mundo, com
aproximadamente 147.629 km? em territério brasileiro (Harris et a. 2005; Fig. 1).
Localiza-se naregido Centro-Oeste do Brasil, circundado pelo Planalto Brasileiro aleste
e pela Cordilheira dos Andes a oeste. Essa regido € plana, com altitudes que ndo
ultrapassam os 200 metros acima do nivel do mar, e com uma declividade quase nula,
favorecendo as inundacbes sazonais. O clima é tropical semi-umido, sendo que a
estacéo chuvosa comega em outubro e termina em marco (Soriano 2002).

A maha hidrografica do Pantanal € formada pelo rio Paraguai e seus afluentes,
em um complexo hidrografico formado por lagoas temporé&rias e permanentes,
conhecidas regionalmente como “baias” quando formadas por dgua doce, e “salinas”,
quando formadas por agua salobra; por cursos d’agua que ndo apresentam nascentes e
podem ser temporarios ou permanentes, conhecidos localmente como “corixos” quando
formam uma calha marcada, ou por “vazante” quando ndo apresentam tais calhas; e
ainda por diversos tipos de brejos, banhados e campos inundaveis.

Pelo fato de ser uma regido cercada por outros biomas brasileiros e pelo Chaco
boliviano, a fauna e a flora do Pantanal provém e dependem, em parte, destes outros
biomas (Cartelle, 1994, Mourdo et a. 2002). As fitofisonomias do Pantanal séo
caracterizadas pelos seus arranjos fitossociol 6gicos e ecol dgicos, formando unidades de

paisagem bem definidas que véo desde &reas inundéaveis a formagdes de florestas. O



gradiente de enchente sazonal, junto com as diferencas locais, cria um mosaico
complexo de paisagens. Nas composi¢oes de espécies predominam as fitofisionomias e
espécies tipicas do Cerrado (Alho e Gol¢alves 2005).

O presente estudo ocorreu em uma &rea de 413 km? ao norte da cidade de
Corumba (Estado de Mato Grosso do Sul), compreendida por fazendas tracionais de
gado de corte: Nhumirim (Estacdo Experimental da Embrapa Pantanal; 18°59°15’’S,
56°37°03"’W) e trés fazendas em seu entorno (Porto Alegre, Ipanema e Dom Valdir).
Tal area localiza-se na sub-regido da Nhecolandia (Fig. 1), sudoeste do Pantanal, na

baciado rio Taguari.

Fig. 1. Locdizacdo do Pantana no Brasil e érea de estudo. Imagem de satélite Landsat
TM5 (cena 226/073 de 06/08/2009) analisada no software Spring 4.3.3 (Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais— INPE).



OBJETIVOS GERAIS

Considerando-se esta é&rea do Pantanal central, o presente estudo teve como
objetivos gerais para 0 guaxinim:
(1) Avadiar o tamanho de areas de vida e o papel que o habitat desempenha na
alocacdo da espécie;
(2) Investigar seus periodos de atividade e arelacdo destes com o uso de habitat;
(3) Verificar sua contaminagéo por doengas transmissivels.

Tais objetivos resultaram nos trés capitul os principais desta tese.
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ANEXOS GERAIS

A seguir, imagens do trabalho de campo:

A . A
Anexo 1. FaX|ando ao redor de baia que, Anexo 2. Em cammnete faxiando as baias
quando com alta concentracdo de jacarés, com farolete em busca de Procyon
ndo sdo muito frequentadas por Procyon cancrivorus. Foto: Leandro Volochko.
cancrivorus. Foto: Carolina Carvaho

Cheida

} S A
Anexo 3. Caminhando ao redor de baia, Anexo 4. Procyon cancrivorus capturado
em busca de Procyon cancrivorus, com ao redor de baia com pugds com cabo
puca, farolete e lanterna de cabeca. Foto: ampliado por taquara. Foto: Leandro
Carolina Carvalho Cheida. Volochko.

Anexo 5. Procyon cancrivorus capturado Anexo 6. Procyon cancrivorus turado
em borda de baia com pugd Foto: com puca no interior de baia com lama.
Carolina Carvalho Cheida. Foto: Carolina Carvalho Cheida.
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Anexo 7. Grade metdica posicionada Anexo 8. Preparagdo de Procyon
sobre Procyon cancrivorus para contengdo cancrivorus anestesiado em campo. Foto:
guimica. Foto: Carolina Carvalho Cheida.  Leandro Volochko.

Anexo 9. Coleta de sangue de Procyon Anexo 10. Colocacio de radio-colar VHF
cancrivorus anestesiado em campo. Foto: em Procyon cancrivorus anestesiado e
Leandro Volochko. vendado. Foto: Leandro Volochko.

Anexo 11. Procyon cancrivorus anestesiado Anexo 12. Procyon cancrivorus em
e equipado com radio-colar. Foto: Carolina gaiola protegida se recuperando da
Carvalho Cheida. anestesia. Foto: Leandro Volochko.
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Anexo 13. Procyon Anexo 14. Procyon cancrivorus com rédio-colar durante
cancrivorus apos soltura. Membro traseiro tricrotomizado apos coleta de
recuperagdo do anestésico.  sangue. Detalhe para o andar arqueado, natural da
Foto: CarolinaC. Cheida.  espécie. Foto: Carolina Carvalho Cheida

Anexo 15. Em borda de baia, na primeira  Anexo 16. Em frente a abrigo de Procyon

parte do monitoramento de Procyon cancrivorus, na segunda parte do

cancrivorus: com antena, cabo e receptor. monitoramento: utilizando apenas 0

Foto: Leandro Volochko. receptor (método homing). Foto: Carolina
Carvaho Cheida.

encoleirado, sobre &vore na &ea de colar, em rara ocasid se abrigando em
estudo. Foto: CarolinaCarvalho Cheida.  arvore. Foto: Carolina Carvalho Cheida
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Anexo 19. Armadilha de gaiola em jira Anexo 20. Armadilha de gaiola camuflada

com isca viva. Foto: Carolina Carvalho ¢om folhas de acuri (Attalea phalerata) em
Cheida. borda de baia. Foto: Carolina Carvalho

Cheida
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CAPITULOII

Area devida, habitat e uso de abrigos por guaxinins

(Procyon cancrivorus) no Pantanal central

* em inglés, materia a ser enviado para periddico cientifico.

** em portugués, material complementar.
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ABSTRACT

Medium-sized carnivore mammals have been more widely studied in the Neotropical
region, with exceptions for some species, as the crab-eating raccoon (Procyon
cancrivorus), a nocturnal, shy and difficult-to-capture species. Studies focusing their
gpatial ecology are rare or inexistent, especialy concerning its home ranges sizes,
habitat selection (instead of habitat use), and use and characterization of shelters. Thus,
we present data on spatial ecology of 8 radiotracked crab-eating raccoons inhabiting the
centra Pantanal, a large Neotropica wetland. Their home ranges did not differed
between sexes (F1,6=2.131, P=0.195), ranging from 0.3 to 6.6 km? (100% MCP) and
from 1.3 to 10.9 km? (95% FK), and being similar to home range sizes of sympatric
omnivorous medium-sized carnivore mammals, as brown-nosed coatis (Nasua nasua)
and crab-eating foxes (Cerdocyon thous) previously radiotracked in the study area.
Some pairs had large overlaps for home ranges and core areas, especially during the wet
season, and for a pair of males with social bonds. Individuals positively select water
bodies during active period (A= 0.12, P= 0.02), and tended to select forest patches
during their rest period (A= 0.31, P= 0.07). Shelters more frequent used were located in
the edge of forest patches, in cluster of bromeliad (47.3%), and in tussocks in seasonal

flooded grasslands (38.4%).

RESUMO
Mamiferos carnivoros de médio porte tém sido mais amplamente estudados na regido
Neotropical, com excegdes para algumas espécies, como 0 guaxinim ou mao-pelada

(Procyon cancrivorus), hoturno, inconspicuo e raramente capturado. Estudos que focam
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sua ecologia espacial sdo raros ou inexistentes, especiamente a respeito de medidas de
area de vida, selecéo de habitat (ao invés de uso de habitat), e uso e caracterizacdo de
abrigos. Deste modo, apresentamos dados a respeito da ecologia espacia de 8 guaxinins
radio-monitorados que habitam a regido central do Pantanal brasileiro, uma vasta area
Umida. As éreas de vida entre os guaxinins ndo diferiram entre sexo (Fq,6=2,131,
P=0,195), variando de 0,3 para 6,6 km? (MPC 100%) e de 1,3 a 10,9 km? (Kernel-fixo
95%), e apresentado-se similares as areas de vida de mamiferos carnivoros de médio
porte simpatricos e onivoros, como quatis (Nasua nasua) e cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous) previamente radio-monitorados em parte da area de estudo. Alguns
pares de guaxinins sobrepuseram largamente suas areas de vida e areas nucleo,
especialmente durante a estagéo cheia, e para um par de machos com vinculo social.
Individuos selecionaram corpos d’agua durante o periodo de atividade (A= 0,12, P=
0,02), e tenderam a selecionar fragmentos de mata durante seu periodo de descanso (A=
0,31, P= 0,07). Abrigos foram registrados com maior frequéncia na borda de
fragmentos florestais em agrupamentos de broméias (47,3%), e em touceiras

localizadas em éreas de campo sazonal mente inundavel (38,4%).

Key words. carnivore, habitat, Pantanal, raccoon, radiotelemetry, range, shelter,

wetland.

INTRODUCTION

Medium-sized carnivores have been more widely studied in the Neotropical region,
and most research has focused on a few easy-to-catch common species, as the crab-
eating fox (Cerdocyon thous), the brown-nosed coati (Nasua nasua) and the ocelot

(Leopardus pardalis;, Morato et al. 2004; Oliveira 2006). The crab-eating raccoon
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(Procyon cancrivorus), aso a medium-sized carnivore, often occur in sympatry with
these three species in some South American countries. However, differently from the
cited Neotropical carnivores, and the congener common raccoon Procyon lotor (widely
studied in North America; Gehrt 2003), the crab-eating raccoon has been little studied in
its distribution range (Crawshaw Jr. 2006; Morato et a. 2004) due to its nocturna
(Trolle 2003) and shy habits, and especially for being a hard-to-catch species (Cheida
and Rodrigues 2010).

Most studies regarding the crab-eating raccoon were primarily researches about
mammal communities, without a specific sampling design to this species (Alho et al.
1987; Gomez et a. 2005; Jorge et al. 2010; Kasper et al. 2007; Rodrigues et al. 2002;
Santos et al. 2004; Trolle 2003).

Information about the spatial ecology of crab-eating raccoons is especially scarce,
and the few studies available about its home range were based on (a) camera-trapping of
five animals recognized by individual characteristics (Arispe et a. 2008), (b) on datasets
that merged information on 2 crab-eating raccoons and 1 common raccoon (Carrillo and
Vaughan 1993), or (c) in one individual radiotracked for few days (Bianchi 2009).
Studies about crab-eating raccoon use of habitat was usually based on direct
observations along transects (Alho et a. 1987; Oliveira et a. 2009; Yanosky and
Mercolli 1990), footprints (Oliveira et a. 2009; Yanosky and Mercolli 1993), camera
trapping (Arispe et a. 2008; Trolle 2003), and review of available literature (Johnson et
a. 1999; Marinho-Filho et a. 2002; Rodrigues et a. 2002). Most of these methods can
limit the discussions about the information collected, due to the lack of observation on
the animal and its activity.

The knowledge of the home range of an animal, defined as an area used for feeding,

mating and caring activities (Burt 1943), permits to researchers have insights on the
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biological and ecological functions of the species (Powell 2000). One of the most
suitable methods to access data and calculate species’ home ranges is telemetry study,
especially important to obtain ecological information about nocturnal and cryptic
species (Jacob and Rudran 2004).

Raccoon’s species are known to always use aquatic habitats during foraging
activities (Eisenberg and Redford 1999; Emmons and Feer 1997; Lotze and Anderson
1979; VillaMeza et a. 2011). However, none study define the importance of this
habitat, related to other available habitats. Habitat can be defined as the collection of
specific resources that allow a species to survive (Hall et a 1997) and studies on habitat
use by species are important to understand their selection, and, therefore, guide species’
management and conservation (Garshelis 2000).

In this study, we present data on spatial ecology of 8 radiotracked crab-eating
raccoons inhabiting the central Pantanal, a large Neotropical wetland. The study aimed
to investigate their home ranges and core areas sizes, the effect of body masses on their
home ranges sizes, their habitat use, habitat selection, and the use and characteristics of
shelters. We hypothesized that the home range size of crab-eating raccoon inhabiting
the central Pantanal wetland is similar of home ranges from other local omnivorous

medium-carnivore mammals, and the species select aquatic habitats during activity.
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MATERIALSAND METHODS

Sudy Area.— We conducted this research from April 2009 to January 2011, in an
area of 413 km? in the central Pantanal wetland (Nhecolandia subregion), including the
Nhumirim ranch (Embrapa — Experimental Station of Brazilian Agricultural Research
Corporation in the Pantanal; 18°59°15’’S, 56°37°03’W) and 5 neighboring ranches
(Soriano 2002).

Located near the geographic center of South America, in western Brazil, the
Pantanal is a large flood plain, with tropical semi-humid climate or Kdppen Aw (see
Peel et al. 2007). From November through March occurs the hot and wet season, which
concentrates approximately 60-80% of the annual rainfall. From April to October occurs
the dry and cold season (Soriano 2002). During the study period, the maximum
temperature average was 32.9°C and minimum temperature average was 18.8°C, which
are considered usual for this area (Soriano 2002). However, during the full-year study
conducted in 2010, the cumulative annua precipitation was 751.5 mm, which is lower
than the annual average of 1,353 mm, recorded for aten year period (see Soriano 1997).

The study area is formed by a mosaic of permanent and temporary freshwater
ponds, akaline ponds, forest patches (semi-deciduous forest and/or woodland savanna),
savannas (small to medium twisted or gnarled trees occurring in low density), shrub
grasslands (a matrix of grasses and herbs with sparse shrubs), and seasonaly flooded
grasslands (seasonally flooded plains, including the edges of freshwater ponds; Rodela
2006).

Captures— We actively captured crab-eating raccoons at night in the edges of
freshwater ponds using handheld nets (Bianchi 2009; Cheida and Rodrigues 2010).
Individuals were anesthetized with an intramuscular injection of 20 mg/kg (0.2 ml/kg)

of Zoletil® 50 (Virbac; tiletamine hydrochloride and zolazepam hydrochloride),
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resulting in approximately 40 min of safe handling. We performed several measures to
ensure the welfare of individuals, as moistened their eyes with saline solution or
pharmaceutical eye ointment to prevent dryness, and reduce their stress blindfolding
them and using earplugs made with gauze and cotton.

We weighed, measured, and implanted subcutaneous microchip tag in al captured
crab-eating raccoons (ISO FDX-B transponder, 134.2 kHz, AnimaTAG®), and
equipped the adults and sub adults individuals with VHF radiotransmitter collars
(Telonics® and ATS®). After those procedures, the anesthetized individuals were kept
alone in protected cages at the same capture locality until complete recovery. We
released the individuals at least three hours after the completion of the procedure,
releasing them before dawn, due to their nocturnal habits.

All procedures were in accordance with the guidelines of the American Society of
Mammalogists (Gannon et a. 2007) and approved by the Brazilian Federal
Environment Agency (IBAMA, licenses n® 11772-2, 19780-1 and 25078-2).

Monitoring.— We radiotracked individuals through the “homing” method, which
consists of following the transmitter signal until the animal can be observed or its signal
can be detected without the antenna and the coaxial cable (Samuel and Fuller 1994) at
different times of the day, using portable radiotelemetry equipment (Telonics TR5®
receiver, and Yagi unidirectiona three-element antenna). The direct observation, even
considered the best method to understand the space use by an animal, can be poorly
used, due to researchers’ fear that this method may influence animal’s behavior,
resulting in biased estimated home range areas (Kernohan et al. 2001). However, we
checked active shelters a minimum of two times a day, to be sure that animals did not
left the shelter after our last presence. At each location, we recorded the coordinates,

date, time, habitat, and the recurrent use of the same shelter by an individual.
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After we lose contact with 5 radiotracked crab-eating raccoon (Pc 04, 05, 07, 08,
10), we managed to survey a large area (including the study area and surroundings)
using a fixed-wing aircraft (Cessna 182 Skylane) in attempt to detect the radiosignals of
these animals.

Data analysis— We included information about individuals with at least 8 locations
(Tab. 1). We chose to include individuals with few locations due to lack of information
regarding the home range and habitat selection for this species. However, we excluded
from the anaysis redundant and non-independent information (i.e. locations obtained
for the same time of the same day, or consecutive locations of animals resting in a given
shelter).

We anadyzed the home ranges sizes and the habitat use in R program (R
Development Core Team 2011), with the packages adehabitat (Calenge 2006),
shapefiles (Stabler 2006) and maptools (Lewin-Koh et a. 2012). We estimated home
range sizes using 95% fixed Kernel model (FK; Silverman 1986) and 100% MCP model
(Minimum Convex Polygon; Hayne 1949). We used a repeated measure ANOVA to
verify if the sex or used method (MCP or FK) affected the size of the home-range
estimates. We reported MCP values especially for comparative purposes with other
studies and estimated core areas using 50% FK model (Silverman 1986). The FK
contours were calculated using the reference (h,¢) smoothing parameter (Worton 1995)
in R program (R Development Core Team 2011; Tab. 1). To evaluate overlap between
home ranges, we used ArcMap 10.0 (ESRI®).

We evauated if home range sizes (100% MCP) correlates the body mass or number
of locations with Pearson test in R program (R Development Core Team 2011).

Water availability was expected to change much through the study. Therefore, we

use 3 Landsat TM5 satellite images (scene 226/073, from 09/10/2009, 18/03/2010 and
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01/02/2011 - day-month-year) in order to match the monitoring period of the different
individuals to construct time-especific maps of habitat using the software Spring 4.3.3
(Brazilian National Institute for Space Research — INPE). The final shapes with ponds, a
stream, forest patches and the grassland matrix were converted to raster format in
ArcMap 10.0 (ESRI®). We considered the total study area the area comprising the
locations of al animals plus a buffer of 5 km apart from each of the four outermost
cardinal points on the map. We choose the magnitude of the buffer based on travelled
distances we observed our crab-eating raccoons moved.

For analysis of habitat use, we considered 3 types of habitats: “forest patch”,
“seasonal flooded grassland / savanna” (including humid/muddy areas of ponds and of
an intermittent stream), and “water body” with visible water. We considered habitat
selection at 2" and 3 order selection, according to Johnson (1980). The 2™ order
selection compares the proportion habitat use within 95% FK home ranges with
proportions of total available habitat types in study area The 3" order selection
compares the proportion of radio locations for each individual in each habitat type with
the proportion of each habitat type within the individual’s 95% FK home range (Fig. 1).
For the 3" order selection we made two analyses: for use of habitats during the crab-
eating raccoon’s active period, and to investigate if the species select habitats to allocate
its shelters. Differences in habitat use for each order were measured by Compositional
analysis with randomization (Aebischer et a. 1993) in R (R Development Core Team
2011). We aso provide general descriptions of these shelters, including size and
interna features. Temperatures inside shelters were measured daily, at 3 p.m., during
five days in December 2010. We measured the air the temperature inside shelters
located in 3 different microhabitats: (1) in the interior of forest patches (i.e. 30m from

the edge of the patch), (2) in the edge of forest patches (usualy 1-5m from the edge of
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the forest patch), (3) in tussocks of grasses in open areas. In addition, we measured the
air temperature in the neighboring of these shelters with the aim of better understanding
the use of these sites. Therefore, we used a repeated measures ANOVA model to exam
for differences between the temperatures among shelters in different microhabitats and

air temperature.

RESULTS

We captured 14 crab-eating raccoons with handheld nets, radiotracked 11
individuals, and monitored 4 males (3 adults and 1 subadult) and 4 adult females (Tab.
1).

The home ranges of crab-eating raccoons did not differ between sexes (F1.6=
2.131, P= 0.195), and estimates using 95% FK were larger than using 100% MCP
(Fae= 16.410, P= 0.007). The 100% MCP home range size ranged from 0.3 to 6.6
km?, and the 95% FK estimates ranged from 1.3 to 10.9 km? (Tab. 1). Some pairs had
large overlaps (Tab. 2, Fig. 2), especidly during the wet season, when one adult male
(Pc05) overlapped the total home range and total core area of an adult female (Pc0S;
January to April 2010), and an adult male (Pc10) overlapped 95.1% of the home range
and part of the core area of a sub adult male (Pc07; February to May 2010; Tab. 2, Fig.
2). Within the home ranges and core areas of PcO5 and Pc08, we also recorded a
subadult male (Pc09; captured in the presence of Pc05). Despite the extensive overlaps,
we did not observe any crab-eating raccoons engaged in intraspecific agonistic behavior
through the study, and sometimes witnessed pairs of individuals foraging close to each

other.
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The 100% MCP home ranges sizes were not correlated with the body mass of crab-
eating raccoons (Ipearson=0.24), but this could be an artifact, as the 100% MPC increases
with the increase of the number of locations (Ipearson= 0.84).

Considering the total records, the crab-eating raccoons used forest patches (33.6%
of frequency of occurrence), freshwater ponds (32.8%), seasona flooded grasslands
(27.3%) and savannas (6.3%) differently during its active and resting periods, as shown
in figure 3.

In order to select the habitats “forest patch”, “seasonal flooded grassland / savanna”
and “water body” in the study area, the crab-eating raccoons positively select “seasona
flooded grasslands / savannas, followed by forest patches to allocate their home ranges
(A= 0.38, P= 0.04; Tab. 3). Within their home ranges and during its active period, they
positively select water bodies, followed by seasonal flooded grasslands / savannas (A=
0.12, P= 0.02). Also within their home ranges, crab-eating raccoons tended to select
forest patches for their shelter (A= 0.31, P= 0.07), although this was not significant.

We obtained 150 records for use of 112 shelters. In most cases, the crab-eating
raccoons used different shelters (78.6%), but in 10.7% of the cases, they used the same
shelter two times, and in 10.8% of the cases they repeat the use of their shelters three or
four times. In only one occasion, we noticed a shelter been used for other raccoon
(PcQ7) than the original recorded dweller (Pc10). These two specific males (a subadult
and an adult, respectively) often used very close shelters (i.e. 2-10 m of distance) in
different locations. Almost half (47.3%) of the shelters were located in the edge of
forest patches, primarily in cluster of bromeliad Bromelia balansae (96.2%; Fig. 4d.e).
More than one third (38.4%) of the shelters were in seasona flooded grasslands,
primarily in tussocks of Andropogon selloanus (95.3%; Fig. 4a-C) or other grasses. In

low frequency, shelters also occurred within clusters of bromeliad or within tussocks of

27



A. selloanus occurring in savannas (8%), and in a freshwater pond covered by floating
grass mats of giant flatsedge Cyperus giganteus (6.3%).

Tussocks used for shelters usually were 1 m? and about 1 m of height. Its entry is
formed by curved leaves of grasses which lead to one chamber with trampled grasses,
measuring about 0.5 m® (Fig. 4a-c). Cluster of bromeliad used for shelter occurs
scattered in large areas in the edge of forest patches, measuring about 0.5-1.5 m of
height; in this type of shelter, the crab-eating raccoons lie on the ground, protected by
the sharp spines of bromeliad’s leaves (Fig. 4d,e). The nursing females (Pc02 and Pc12)
used shelters only in clusters of bromeliads.

The mean temperatures inside the shelters, as tussocks (36.3 + 1.8°C), and cluster
of bromeliad in the very edge (38.2 + 1.4°C) or 30 m inside (35.3 £ 0.6°C) the forest
paiches, were lower than the temperatures obtained in the ar (38.6 + 1°C).
Temperatures inside the shelters differed among microhabitats (F312=64.743,
P<0.001), but not among the studied days (F,45=0.5668, P=0.688), and the factors did

not interact (F12,48=0.2844, P=0.99; Fig. 5).

DISCUSSION

In our study, the home ranges of crab-eating raccoons did not differ between sexes.
We found no correlation between body mass and home-range size, primarily due the
high home range size and low body mass of one subadult male (Pc07), and the opposite
for two lactating adult females (PcO2 and Pc12). However, the correlation between the
100% MCP estimates and number of locations was positive. Therefore, the smaller
home-ranges reported here (PcO2 and Pcl2) should be considered underestimates,
despite the fact that these two smaller home-ranges were from lactating females, which

could be constraining their movements. Anyway, the MCP estimates of their home
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ranges (~0.3 km?) were not smaller than the minimum home range size reported for the
species in a dry forest in Bolivia (0.28 km?, 100% MCP; Arispe et a. 2008), or the
minimum mean home range size reported for the speciesin a costal forest in Costa Rica
(0.03 km?, 90% MCP; Carrillo and Vaughan 1993). Furthermore, the mean home ranges
sizes of crab-eating raccoons inhabiting Pantanal wetland (1.9 km?, 100% MCP) were
larger than the mean home ranges sizes founded for the species in these other studies
(0.03 km? in Costa Rica, and 1.1 km? in Bolivia).

Usually the home range of the common raccoon varies from 0.5 to 3 km? (Gehrt
2003), i.e. of the same magnitude of the crab-eating raccoons home ranges in the
Pantanal wetland. We did not detect differences in home range sizes between sexes in
crab eating raccoon. The common raccoon males are known to have larger home ranges
than female’s (Gehrt 2003).

Most of the home ranges sizes (100% MCP) we estimated for crab-eating raccoon
were in the same magnitude than those estimated for males brown-nosed coatis (0.9
km?-1.1 km?), for group of females brown-nosed coatis (1.1 km?-3.2 km?), and for crab-
eating foxes (1.3 km*2.8 km?) inhabiting the same study area (Bianchi 2009). Both
species are omnivorous and opportunistic (Beisiegel and Mantovani 2006; Facure et al.
2003), as the crab-eating raccoon (Gatti et al. 2006; Santos and Hartz 1999). However,
one adult male crab-eating raccoon had a much larger home range (6.6 km?), similar to
the median home range sizes estimated for ocelots (6.6 km? Bianchi 2009) in the same
study area. Ocelots are flesh-eater carnivores (Oliveira et a. 2010), and it is expected
that they demand comparatively larger areas to supply their energetic demands than
omnivorous of similar body mass (Gittleman and Harvey 1982; Gompper and Gittleman
1991). However, as the crab-eating raccoons prefer to forage in the edges of water

bodies (Cheida et al. submitted; Yanosky and Mercolli 1990), they can be driven to
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have larger home ranges in habitats where water bodies is sparse. This water-
dependence can also affect their movement pattern, especialy when the water isin short
supply. Not surprising, 4 of the radiotracked crab-eating raccoons disappeared during
the severe dry period occurred in the year of 2010, and one crab-eating raccoon (Pcl10)
dispersed about 10 km far from its usual home range. The animal left an area where all
ponds dried and moved to an area with several freshwater ponds. Arispe et a. (2008)
also observed in Bolivia an increase on movements performed by the species during the
dry season, due to the dried water bodies. The common raccoon also may change its
pattern of use of space seasonally (Byrne and Chamberlain 2011) although not always
(Gehrt and Fritzell 1997; Glueck et al. 1988).

One adult male (Pc10) and a subadult male (Pc07) seemed to have close bonds.
They shared a large area of their home ranges and core areas (Fig. 2), used shelters
extremely close to each other, and were witnessed foraging near each other. Another
overlapping between an adult male (Pc05) and a subadult male (Pc09) were rapidly
observed. For none of these pairs we have kinship information. In general, the crab-
eating raccoon is considered a solitary species (Cheida et al. 2011), but the common
raccoon is known to form coalitions or socia bonds of 3 to 4 males (Gehrt and Fritzell
1998), with different ages (Gehrt and Fox 2004), and not necessarily genetically related.
Those individuals tend to associate during foraging and resting activities in bonds that
can lasts from 6 to 39 months (Gehrt et al. 2008). In the case of the pair of crab-eating
raccoon first mentioned above, its bond lasted 4 months, until the dispersion of both.

Another case of home ranges and core areas overlapping were observed from
January to April, between an adult male (PcO5) and an adult female (Pc08; Fig. 2),
which were also withessed foraging together in several occasions. Considering the two

radiotracked females (Pc02 and Pc12) observed nursing on July (2009) and May (2010),
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respectively, and the lack of information about the crab-eating raccoon reproduction, it
is possible that the bond between the male and female mentioned above were due to a
reproductive season.

In the Pantanal wetland, the crab-eating raccoon used freshwater ponds when active
(Fig. 3). The use of aquatic habitats is also observed in other areas of the species’
distribution range, as in northeastern of Argentina (during winter season; Y anosky and
Mercolli 1990), and in mangroves of Costa Rica (Carrillo and Vaughan 1993). For the
congeners species common raccoon (Kaufmann 1982; Lotze and Anderson 1979) and
pygmy raccoon (Procyon pygmaeus; VillaMeza et al. 2011), the use of aquatic habitats
are also frequent. However, these studies have no supplied information about habitat
availability and habitat selection exerted by the crab-eating raccoon. In the Pantanal
wetland, when active, the crab-eating raccoon positively selected water bodies, followed
by seasonally flooded grassland / savanna, probably due to the lasting mud in the lower
areas of the plains.

Forest patches were primarily used (Cheida et a. submitted; Fig. 3) and tended to
be primarily selected by the crab-eating raccoon, when individuals were resting.
Shelters were located in clusters of the spiny bromeliad Bromelia balansae (Fig. 4d.e).
In northeastern Argentina (Y anosky and Mercolli 1993) and Uruguay (Andrade-Nuriez
and Aide 2010), the species primarily used young forests and forests, respectively,
despite the lack of information about the use of these habitats for resting or activity. For
the common raccoon, the use of forested habitats during resting periods it is aso
observed (Gehrt 2003).

Seasonal flooded grassland was also used in high frequency for the crab-eating
raccoon during resting periods (Cheida et al. submitted; Fig. 3). In this habitat, shelters

occurred inside tussocks, located in open field areas, and without protection against

31



predator (Fig. 4a-c), but with internal temperatures lower than inside sheltersin clusters
of bromeliad in the edge of forest patches (Fig. 5). Although temperatures in shelters
located in clusters of bromeliad 30 m into the forest patches were even lower than in
shelters in tussocks (Fig. 5), these clusters of bromeliad were less dense than others
located in the edge of forest patches, probably resulting in less protection against
predator for the species, and thus, less used. Trolle (2003) and Arispe et al. (2008),
respectively in another region in Pantanal wetland and dry forest of Bolivia, aso
mentioned a high use of grassland for the species, but were not able to determinate if
individuals were resting or active due to the camera trapping method. The common
raccoon, however, usually tend to avoid pastures and grasslands areas in its distribution
range (Gehrt 2003).

As the Pantanal, the Cerrado biome in Brazil is also formed by mosaics of
vegetation, which provides to the crab-eating raccoon different habitats to use,
classifying the species as generalist (Diniz-Filho et al. 2008). Studies in Cerrado areas
of central, southeastern e southern Brazil reported the species using gallery forests
(Johnson et al. 1999; Vidolin and Braga 2004) or combined with open or scrub
grasslands (Lacerda et al. 2009; Marinho-Filho et a. 2002; Oliveira et al. 2009).
According to Redford and Fonseca (1986), the crab-eating raccoon can occur in gallery
forests in Cerrado biome, athough the species is not dependent on this habitat.
However, in a Cearado area in southeastern Brazil, Lyra-Jorge et a. (2008) reported
through camera trapping the species occurring only in semideciduous forest, despite the
availability of areas with savanna and woodland savanna.

During the study period, the wet seasons did not promote considerable flooding,
which could directly affect seasona flooded grassland and even the edges of forest

patches. Therefore, we could not observe transition between shelters performed by the
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crab-eating raccoon. Due to the ability of the species to climb trees (Emmons and Feer
1997), we wonder if these animals would use forks and / or burrows to rest, as the
common raccoon does (Gehrt 2003).

Therefore, we may assume that severe dry season affect the ecology of the crab-
eating raccoon, by making it to change abruptly its home range in search of areas where
water is available. It is uncertain the reasons of males’ overlapping and social bonds,
which could be related with the distribution of water or mud, or density of individualsin

the study area.
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Tab.1l. Sex, age class, body mass (kg), number of locations, the reference (hye)
smoothing factor (m) to estimate fixed kernels (FK), and the home range size estimates
(km?) for crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus) radiomonitored in the central
Pantana wetland, from July 2009 through January 2011.

Sex ID age* body mass locations h,g 100% MCP 95% FK 50% FK
Pc05 a 10.0 65 379 6.6 10.9 2.7
Pcl10 a 7.2 30 354 2.6 6.9 2.0
3 Pc04 a 7.0 28 216 1.1 2.8 0.6
= Pc07 sa 4.8 42 234 22 37 0.7
Mean + SD 73+21 31+24 6.1+3.7 15+1.0
PcO8 a 6.6 37 153 0.6 15 0.3
o Pc15 a 7.0 17 403 1.6 7.4 13
g Pc12** a 9.6 09 173 0.3 1.3 0.3
L Pc02** a 9.5 08 286 0.5 35 0.8
Mean £ SD 82+16 0.8+ 0.6 34+28 0.7+£05
Both Mean+ SD 77+18 1.9+20 47+33 11+09

* a= adult, sa= subadult. ** lactating females.
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Tab.2. Home range overlap between crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus)
radiotracked in the centra Pantanal wetland from July 2009 through January 2011.
Overlap is shown considering the individualsin the first row relative to those in the first
column. Home range values are given with 95% FK, and with 50% FK within brackets.
The lack of data meansthe nullity of the overlap.

ID Pc02 Pc04 Pc05 Pc07 Pco8 Pcl0
Pc02 - 1.2 0.1
Pc04 0.9

Pc05 - 48 100 (100) 11.8
Pc07 16 - 51.5 (20.4)
Pc08 13.9 (12.1)

Pc10 0.1 7.4 95.1 (36.4)
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Tab. 3. Ranking matrices for crab-eating raccoon (Procyon cancrivorus) based on (a)
comparing the proportion habitat use within fixed Kernel 95% ranges with proportions
of total available habitat typesin study area (2" order of habitat use), and comparing the
proportion of radio locations of activity (b) and resting (c) for each individual in each
habitat type with the proportion of each habitat type within the individual’s fixed Kernel
95% range (3" order of habitat use). Plus signs (+) indicates that the habitat in the row
is positively selected in relation to the habitat in the column, and minus signs (-)
indicates negative selection. A triple sign represents significant deviation at P < 0.05.
Selected habitats ranked with the highest number.

Water body* Grassland / Savanna ** Forest Rank

a) 95% FK homerange vs. total study area (2" order)

Water body* - 0
Grassland / Savanna** +++ +++ 2
Forest patch + 1
b) Radio locationsvs. 95% FK homerange (3" order - activity)

Water body* +++ +++ 2
Grassland / Savanna ** + 1
Forest patch - 0
c) Radio locations vs, 95% FK homerange (3" order - shelters)

Water body* +++ - 1
Grassland / Savanna ** 0
Forest patch + +++ 2

* Areas of seasonally flooded grassland with visible water at the moment of obtained
record. ** Areas of savanna, and seasonally flooded grassiand with ponds and stream
muddied or completely dried at the moment of obtained record.
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Fig. 1. Fixed Kernel estimates of 95% home range (black line) and 50% home range (white line) for crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus,
n= 8) radiomonitored in the central Pantana wetland, from July 2009 through January 2011. Records are presented in black filled circles.
Habitats presented are forest patch (dark gray), seasonally flooded grassland / savanna (gray), and water body / visible water (white; measured in
respective satellite images for each individua).
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Fig. 2. Fixed Kernel (FK) estimates of (a) 95% and (b) 50% home range for crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus, n= 8) radiomonitored in
the central Pantanal wetland, from July 2009 through January 2011. FK contours with the reference (hye) Smoothing param
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Fig. 3. Habitat use for active and inactive (resting period) crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus, n= 8) radiomonitored in the central
Pantanal wetland, from July 2009 through January 2011.
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Fig. 4. Shelters utilized by crab-eating raccoons (Procyon cancrivorus, n= 8)
radiomonitored in the central Pantanal wetland, from July 2009 through January 2011.
Shelter in tussocks of Andropogon selloanus: (A) externa and (B) internal vision, and
with a (C) crab-eating raccoon inside it. Shelter in cluster of bromeliad Bromelia
balansae: (D) externa and (E) internal vision, with a crab-eating raccoon inside it.
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Fig. 5. Temperatures inside shelters occupied by crab-eating raccoons (Procyon
cancrivorus, n= 8) radiomonitored in the central Pantana wetland, from July 2009
through January 2011.
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Anexo 1. Areas de vida em minimo poligono convexo (MPC 100%) estimadas para
guaxinins (Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados naregido centra do Pantanal,
de julho de 2009 ajaneiro de 2011.
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Anexo 2. Curvas de acimulo de areas de vida (MPC 100%) estimadas para guaxinins

(Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados na regi&o central do Pantanal, de julho
de 2009 ajaneiro de 2011.
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Anexo 3. Tamanho da érea de vida (MPC 100%) em relacdo & massa corporea de
guaxinins (Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados naregiéo central do Pantanal,
de julho de 2009 ajaneiro de 2011. Pontos pretos= machos; pontos vermelhos= fémeas.
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Anexo 4. Selecdo de hébitat de 2° nivel (Johnson 1980) estimada para guaxinins
(Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados na regido central do Pantanal, de julho
de 2009 a janeiro de 2011. Forest patch = mata; grassland and savana = campo
sazonalmente inundavel (incluindo baias com lama) e Cerrado; water body = corpo
d’agua com lamina de agua.
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Anexo 5. Selecdo de hébitat de 3° nivel (Johnson 1980) estimada para pontos de
atividade de guaxinins (Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados na regi&o central
do Pantanal, de julho de 2009 a janeiro de 2011. Forest patch = mata; grassland and
savana = campo sazonalmente inundavel (incluindo baias com lama) e Cerrado; water
body = corpo d’agua com lamina de agua.
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Anexo 6. Selecdo de hébitat de 3° nivel (Johnson 1980) estimada para pontos de
repouso de guaxinins (Procyon cancrivorus; n= 8) radio-monitorados na regido central
do Pantanal, de julho de 2009 a janeiro de 2011. Forest patch = mata; grassland and
savana = campo sazonalmente inundavel (incluindo baias com lama) e Cerrado; water
body = corpo d’agua com lamina de agua.
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Anexo 7. Numero de vezes em gue abrigos foram utilizados por guaxinins (Procyon
cancrivorus; n= 8) radio-monitorados naregido central do Pantanal, de julho de 2009 a
janeiro de 2011.

ID 1x 2X 3x 4x Uso consecutive  Uso alternado
Pc02 2 2 0 0 2 0
Pco4 7 1 1 1 3 1
Pc05 24 5 0 1 3 4
Pc07 16 1 0 4 3 2
Pc08 13 2 2 0 1 4
Pc10 16 1 2 0 1 3
Pc12 3 0 1 0 1 0
Pc15 7 0 0 0 0 0
Total % 78.57 10.71 5.36 5.36 50 50
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Anexo 8. Temperaturas de abrigos de guaxinins (Procyon cancrivorus; n= 8) medidas
em dezembro de 2010 naregido central do Pantanal.
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CAPITULO I

Periodo de atividade e habitat associado em guaxinins

(Procyon cancrivorus) do Pantanal central

* em inglés, materia a ser enviado para periddico cientifico.

** em portugués, material complementar.
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ABSTRACT

The crab-eating raccoon (Procyon cancrivorus) is a shy and difficult-to-capture
medium-sized Neotropical carnivore. It has seldom been studied, and information about
its tempora ecology is scarce. We report information about its diel activity and diel
habitat use budget in alarge wetland. From July 2009 to January 2011, we radiotracked
11 individuals. They were active from 1800 h to 0600 h, with a maximum activity
between 1900 h and 0100 h, independent of sex (D= 0.055, P= 0.993). During the day,
they remained in shelters, and used the crepuscular period to move to and from the
shelters, across grasslands and forest patches. They usually foraged in ponds, beginning
this activity at approximately 1900 h and subsequently decreasing it from 0200 h
through 0600 h. Thus, the crab-eating raccoon had a marked crepuscul ar-noctournal
activite habit, smilar to data registrade in other regions and biomes, and especialy in
ponds. In addition, it is possible that small differencesin activity period associated with
microhabitat use and diet may help crab-eating raccoons avoid niche overlap with other

coexisting medium-sized carnivores.

RESUMO

O guaxinim Procyon cancrivorus € um carnivoro neotropical de meédio porte,
inconspicuo dificilmente capturado. Devido a isso, tem sido pouco estudado,
principalmente, quanto a sua ecologia temporal. Neste estudo, investigamos os periodos
de atividade de guaxinins e periodos de uso de habitat em uma grande planicie alagada.
De abril de 2009 a janeiro de 2011, capturamos 14 individuos e monitoramos 11 deles
atravées de radio-telemetria. Guaxinins foram ativos das 18h as 6h, apresentando um
padréo de atividade unimodal, com maximo de atividade entre 1900 h e 0100 h,

independente do sexo (D= 0,055; P= 0,993). Durante o dia, permaneceram em abrigos
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e, durante o crepusculo matutino e vespertino, locomoveram-se por areas de campo e
mata, voltando e saindo do abrigo, respectivamente. Forragearam, principalmente, em
baias, a partir das 1900 h, decrescendo das 0200 h as 0600 h. Assim, os guaxinins
apresentaram um periodo bem marcado de atividade crepuscul ar-noturna, semelhante a
registros em outras regioes e biomas, e especialmente em baias. Além disso, € possivel
que peguenas variagbes no horério de atividade, utilizacdo de microhabitat e dieta,
possam evitam a sobreposicdo de nicho entre guaxinins e carnivoros simpétricos de

porte semel hante.

Key words:. activity, carnivore, habitat, Pantanal, raccoon, radiotelemetry, shelter, time

partitioning, wetland.

INTRODUCTION

The time activity budget of a species is a key element of the characterization of its
ecological niche. The temporal setting can occur through predation pressures and/or
competition, facilitating coexistence between predators and their prey and between
competitors (Di Bitetti et al. 2009; Kronfield-Schor and Dayan 2003; Lucherini et al.
2009). However, little is known about the ways in which time influences ecological
interactions and shapes community structure (Jaksic 1982), and recent studies have
sought to understand the ecologica significance of the time activity budget patterns of
species (see Kronfield-Schor and Dayan 2003).

Medium-sized carnivores have received research attention worldwide. However,
most research on medium-sized carnivores in Neotropical habitats has focused on a few
easy-to-catch common species, such as the crab-eating fox (Cerdocyon thous), the

brown-nosed coati (Nasua nasua) and the ocelot (Leopardus pardalis), and such
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research generally addresses a few topics, including diet, distribution and habitat use
(Morato et a. 2004; Oliveira 2006). These three species often occur in sympatry with
the crab-eating raccoon (Procyon cancrivorus), which is also medium-sized. However,
the hard-to-catch, nocturnal and shy crab-eating raccoon has seldom been studied (see
Cheidaet al. 2011; Crawshaw Jr. 2006; Morato et al. 2004).

The cryptic habits of the crab-eating raccoon are especially remarkable compared to
the habits of its congener, the common raccoon Procyon lotor, native to North and
Central America. The common raccoon is known to be easily captured and tolerant of
human-disturbed environments, and it is therefore widely studied (see Gehrt 2003).

The available scientific data of the crab-eating raccoon were obtained primarily
from studies of mammal communities, without a sampling design specific to the crab-
eating raccoon. Studies have focused on the species distribution and spatial ecology
(Arispe et al. 2008; Carrillo and Vaughan 1993; Rodrigues et al. 2002; Trolle 2003;
Y anosky and Mercolli 1990, 1993), diet (Aguiar et a. 2011; Gatti et al. 2006; Martinelli
and Volpi 2010; Novaes 2002; Pellanda et a. 2010; Santos and Hartz 1999) and health
(Jorge et al. 2010). Studies regarding its temporal ecology are rare, and most of these
studies tend only to describe the hours of activity of the crab-eating raccoon (Arispe et
al. 2008; Bianchi 2009; Carrillo and Vaughan 1993; GOmez et a. 2005; Kasper et al.
2007; Silveira 1999; Trolle 2003) or analyze its seasonal activity (Carrillo and Vaughan
1993; Yanosky and Mercolli 1993). Furthermore, these studies primarily involve data
based on camera-trap information, tracks and/or few direct observations. These data
sources limit the conclusions that can be drawn from the information collected.

The present study aimed to investigate the diel activity of the crab-eating raccoon
based on radiomonitoring in a large Neotropical wetland. We aso investigated the

effect of the sex of the crab-eating raccoons on their time activity pattern and the
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possible relationship between the activity period and habitat use. We hypothesized that
the crab-eating raccoon in this part of its distribution also focus its activity on the
nocturnal period, especialy in aquatic habitats, not differing its time activity budget

between males and females.

MATERIALSAND METHODS

Sudy Area.— The Pantanal is a large flood plain located near the geographic center
of South America in western Brazil. This research was conducted in an area of 413 km?
in the central Pantanal wetland (Nhecolandia subregion), including the Nhumirim ranch
(Embrapa — Experimental Station of Brazilian Agricultural Research Corporation in the
Pantanal; 18°59°15’S, 56°37°03"’W) and on parts of neighboring ranches. The area’s
elevation is 97 m above sealevel (Soriano 2002).

The climate is tropical semi-humid or Kdppen Aw (see Pedl et al. 2007), with an
average annual precipitation of 1,176.4 mm (Soriano 2002). The hot and wet season
includes the months from November through March. Approximately 60-80% of the
annual rainfall is concentrated during this period. The dry season is colder and occurs
from April to October. During the study period, the maximum temperature averages
32.9°C during the 8 wet months, and the minimum temperature averages 18.8°C during
the 12 dry months, which is usual for this area (Soriano 2002). During the full-year
study conducted in 2010, the annua precipitation was 751.5 mm, which is lower than
normal (see Soriano 2002).

The study area presents a complex mosaic of habitats that includes forest patches
(semi-deciduous forest and/or woodland savanna), savannas (small/medium and
twisted/gnarled trees in low density), shrub grasslands (a matrix of grasses and herbs

with sparse shrubs), seasonally flooded grasslands (seasonally flooded plains, including
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the edges of freshwater ponds), permanent and temporary freshwater ponds, and
alkaline ponds (Rodela 2006; Soriano et a. 1997). The native grasslands are used as
pasture for beef cattle by the ranches. During the dry season, most of the ponds are
affected by drying. As they become shalow, macro-invertebrates and crustaceans
become accessible to predators (Alho et a. 1987). After several weeks, most of the
ponds may become completely dry.

Captures— We unsuccessfully attempted to catch crab-eating raccoons with
tomahawk traps for medium-sized carnivores. The traps were placed in different
habitats in the study area. We tested different baits, including fruits, eggs, sardines,
bacon and live chickens. The traps were positioned on the ground or in shallow water
and on platforms and inspected daily in the morning and afternoon.

Over the same period, we worked actively at night in the field to capture crab-
eating raccoons with handheld nets at the edges of ponds (Bianchi 2009; Cheida and
Rodrigues 2010). After capture and visual estimation of weight, the crab-eating
raccoons were anesthetized with an intramuscular injection of 20 mg/kg (0.2 mi/kg) of
Zoletil® 50 (Virbac; tiletamine hydrochloride and zolazepam hydrochloride), which
allowed approximately 40 min of safe handling.

We applied several measures to ensure the welfare of individuals. We moistened
their eyes with saline solution or pharmaceutical eye ointment to prevent dryness, and
we blindfolded the animals and used gauze and cotton earplugs to reduce the amount of
stress.

We then weighed and measured the individuals and implanted a subcutaneous
microchip tag (ISO FDX-B transponder, 134.2 kHz, AnimaTAG ®). We equipped
adult and subadult crab-eating raccoons with VHF radiotransmitter collars (Telonics®

or ATS®). Following the procedures, the individuals were kept in protected cages at the
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capture locality until recovery was complete. The animals were released at least three
hours after the completion of the procedure. The release always occurred before dawn
due to the nocturnal habits of the species.

All procedures were in accordance with the guidelines of the American Society of
Mammalogists (Gannon et a. 2007) and approved by the Brazilian Federd
Environment Agency (IBAMA, licenses n® 11772-2, 19780-1 and 25078-2).

Monitoring.— Throughout the study period, we radiomonitored the crab-eating
raccoons at different times of the day with portable radiotelemetry equipment (a
Telonics TR5® radioreceiver and a Yagi unidirectiona three-element antenna). The
monitoring was performed with the “homing” method. This procedure consists of
following the transmitter signal until the animal can be observed or at least until its
signal can be detected without the cable and the antenna (Samuel and Fuller 1994). At
each location, we recorded the coordinates, date, time, vegetation and the animal’s
activity (foraging, moving along the landscape or resting).

Data analysis— We anayzed the diel activity and diel habitat use graphically. For
convenience, the x-axis was defined to start at noon (1200 h) and end at 1100 h.
Differences between the time activity budgets of males and females were evaluated

using a Kolmogorov-Smirnov test in SY STAT 11 for Windows (Wilkinson 2004).

RESULTS

During our study (April 2009 to January 2011), no crab-eating raccoons were
trapped despite 2,198 trap-nights of effort. However, we captured 14 crab-eating
raccoons with handheld nets and radiomonitored 7 males (5 adults and 2 subadults) and
4 adult females. Considering time capture data of 3 individuals not radiotagged (1 adult

female, 1 juvenile female, and 1 juvenile male), in all, we obtained 300 records (Tab. 1):
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64 records of foraging animals, 48 of moving animals, and 188 records of animals
resting in shelters.

In general, the crab-eating raccoons were active from 1800 h to 0600 h with
maximum activity between 1900 h and 0100 h (Fig. 1). The crab-eating raccoons
remained in their shelters between 0600 h and 1800 h (Fig. 1), and the activity period
did not differ between the sexes (D= 0.055, P= 0.993). On only two occasions we noted
that individuals changed their shelters during the rest period, but on both occasions they
moved to contiguous sites (1 and 5 m distant).

We observed that the crab-eating raccoons traveled more extensively between 1800
h and 1900 h, at the beginning of the activity period; at 2300 h, between peaks of
foraging; and between 0400 h and 0500 h, when most of them began to return to their
shelters. Individuals start to forage at 1900 h, increasing the frequency of this activity
throughout the night and decreasing this activity after 0200 h.

When they were active (foraging and moving along the landscape), the crab-eating
raccoons primarily used ponds (69.8%; maximum between 2000 h and 0100 h),
followed by forest patches (15.1%; 1800 h and 0400 h), grasslands (11.3%; 0200 h) and
savannas (3.8%; 2100 h). However, they rest more frequently in forest patches (51.1%)
and grasslands (34.6%) and rarely in savannas (7.9%) and in a pond (6.4%; floating

grass mats, dominated by the Cyperaceae species Cyperus giganteus, Fig. 2).

DISCUSSION

The crab-eating raccoons inhabiting the central Pantanal had a marked crepuscular-
nocturna habit (1800 h to 0600 h). This conclusion is also supported by camera-trap
data obtained in part of the same study area (most records from 1800 h to 0500 h;

Bianchi 2009) or in other areas of the Brazilian Pantanal (1800 h to 0600 h; Trolle
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2003). It is probable that this pattern is typical of the species, as it was also reported for
crab-eating raccoons inhabiting other areas. These areas include the south Brazilian
Atlantic Forest (1800 h to 0600 h; Kasper et a. 2007), northeastern Argentina (most
records from 0000 h to 0400 h; Yanosky and Marcolli 1990), the Chiquitano forest of
Bolivia (1845 h to 0530 h; Arispe et al. 2008), the Bolivian Amazon rainforest (1900 h
to 0700 h; Gémez et al. 2005) and the forests of Costa Rica [“100% nocturnal”,
according to Bustamante et al. (2011)]. However, in the central Brazilian Cerrado, some
crab-eating raccoons were observed to be active during the day, although most
observations occurred during the night (1800 h to 0200 h; Silveira 1999). For the Chaco
and the Atlantic Forest of Paraguay, diurnal and nocturnal activities were also reported
(Brooks 1993), aswell asin forests of Costa Rica (Carrillo and Vaughan 1993).

Many mammals, including crepuscular and/or nocturnal carnivores, exhibit various
degrees of cathemerality, in which activities are also distributed over the diurnal period.
Even species classified as nocturnal can move rapidly or forage during the daytime.
Many of the crepuscular-nocturnal carnivores occurring sympatrically with the crab-
eating raccoon are cathemeral, including the crab-eating fox, the pampas fox Lycalopex
gymnocer cus, the puma Puma concolor and the jaguar Panthera onca (Bianchi 2009; Di
Bitetti et al. 2009; GOmez et al. 2005). However, we found no evidence of cathemerality
for the crab-eating raccoons inhabiting the central Pantanal.

The common raccoon has a crepuscular-nocturnal activity pattern similar to that
observed for its congener, the crab-eating raccoon: locomotion to search for feeding
sites (1600 h to 2000 h), activity in foraging areas (2000 h to 0300 h), and a subsequent
return to shelters (Lotze and Anderson 1979). Although the activity of the common
raccoon starts earlier, does not necessarily occur during daylight, taking into account the

different latitudes and season in which the records were made. However, exceptionally,
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daytime activities may occur in the common raccoon, especially during the winter,
when daytime temperatures are less restrictive than those prevailing during the night,
and in females with offspring (Anderson and Hudson 1980; Gehrt 2003; Schneider et al.
1971). Moreover, in the forests of Costa Rica, a short but marked period of diurnal
activity (1400 h to 1500 h) was recorded for common raccoons (Gonzdlez-Maya et al.
2009). In our study, however, no significant change in the activity period of crab-eating
raccoons was observed in response to changes in the daily temperature, although the
daily minimum temperatures during the study period varied from 4°C to 26°C (Soriano
2002). In addition, two monitored females had offspring during the study period and
showed no diurnal activity. We also found no significant differences between the sexes
in time activity, athough certain mammal species can show differences of this type
(primatas. Baldellou and Adan 1997; esquilos: Everts et al. 2004).

We observed a unimodal activity pattern for the crab-eating raccoon (Fig. 1),
whereas studies based on camera traps indicate a bi- or tri-modal activity pattern for the
species (Bianchi 2009; Gomez et a. 2005). However, camera-trap sampling designs
often favor particular habitat types to the detriment of others and may thus produce a
bias in the results obtained for crab-eating raccoon activity. Our results showed that the
crab-eating raccoons forage at night, primarily in flooded areas, which are usualy
under-sampled by camera-trap studies, and that they spend the dawn and dusk hours
moving through forested areas to and from shelters, respectively (Fig. 2). Thus, it is
probable that a camera-trap grid that was not specifically set up to sample flooded areas
will produce abiased indication of a “bimodal’” nocturnal activity pattern.

At least three other carnivores similar in size to the crab-eating raccoon occur in the
study area. These species are the brown-nosed coati, the ocelot and the crab-eating fox.

Brown-nosed coatis are diurnal (Alves and Andriolo 2005; Gémez et al. 2005), with a
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degree of nocturnal activity, especially by solitary males (Bianchi 2009). Thus, although
both species are considered omnivorous (Beisiegel and Mantovani 2006; Santos and
Hartz 1999) and both use ponds and flooded grasslands to forage, the different activity
period of the two species promotes niche separation. Ocelots are nocturnal, and it is
probable that some of their small prey species are aso consumed by crab-eating
raccoons. However, ocelots have a more strictly carnivorous diet (Oliveira et a. 2010)
and a marked preference for foraging in forested habitats (Lopes-Rocha 2006; Murray
and Gardner 1997). Crab-eating foxes resemble crab-eating raccoons because both
species are considered crepuscular-nocturnal and because several items are common to
the diets of both species (Gatti et al. 2006). However, the two species appear to forage
in different microhabitats and to show distinct prey capture behavior. On severd
occasions, we observed both species foraging within a few meters of each other at the
edges of ponds. However, the crab-eating raccoons primarily foraged in deeper or
wetter spots than the foxes. Moreover, the well-developed tactile abilities and other
sensory skills of the crab-eating raccoons allow them to explore food items under water
and/or in the mud more efficiently than the foxes. Thus, variations in activity time
associated with diet and microhabitat use differentiate crab-eating raccoons from other
sympatric carnivores of similar size and may therefore prevent niche overlap.

A preferential use of aquatic habitat during the nocturnal activity period is aso
recorded for common raccoons (Kaufmann 1982; Lotze and Anderson 1979) and
pygmy raccoons (Procyon pygmaeus;, VillaMeza et a. 2011) throughout their
distribution. Forest patches were primarily used as shelters by the crab-eating raccoons,
as aso recorded for common raccoons (see Gehrt 2003). However, the use of rest sites
in grasslands, savannas and floating grass mats by crab-eating raccoons has not been

recorded for other raccoon species.
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In summary, crab-eating raccoons of both sexes are crepuscular-nocturnal in the
central Pantanal wetland, presenting an unimodal activity pattern. The species uses the
dawn and dusk periods to move from forage areas to shelters and vice versa. During the
day, crab-eating raccoons rest in shelters and are rarely diurnally active outside the
shelters. Foraging activity occurs primarily in ponds and flooded grasslands, and the use
of these habitats, combined with nocturna activity, may be important for niche

separation in the medium-sized carnivore guild.
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Tab. 1. Sex, age, body mass, and number of localizations of crab-eating raccoon
Procyon cancrivorus captured in the central Pantanal wetland from July 2009 through

January 2011. * Individuals not radiotagged.

Identification  Sex Age Body mass(kg) N°localizations
Pc 05 male adult 10.0 79
Pc 04 male adult 7.0 41
Pc 10 male adult 7.2 33
Pc 06 male adult 7.6 02
Pc 13 male adult 8.0 02
Pc 07 male  sub adult 4.8 48
Pc 09 male  sub adult 5.3 04
Pc01* male  juvenile 4.2 01
Pc 08 female adult 6.6 45
Pc 15 female adult 7.0 20
Pc 12 female adult 9.6 14
Pc 02 female adult 9.5 09
Pc11* female adult 3.9 01
Pc 03 * female juvenile 3.0 01
Total 300
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Fig. 1. Percentage of records per hour in which the crab-eating raccoon Procyon
cancrivorus (n = 14) was resting (n = 118), moving (n = 48) or foraging (n = 64) in the
central Pantanal wetland from July 2009 through January 2011.
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Fig. 2. Percentage of records by habitat as a function of the time of the day at which the
crab-eating raccoon Procyon cancrivorus (n = 14) was active or inactive (resting) in the
central Pantanal wetland from July 2009 through January 2011. Ponds included
permanent and temporary freshwater ponds and humid areas of seasonally flooded
grasslands. Grassland included shrub grasslands and dry areas of seasonally flooded
grasslands.
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CAPITULO 11

Saude de guaxinins (Procyon cancrivorus) no Pantanal central

* Capitulo a ser subdividido em artigos e notas sobr e cada doenca analisada, com
0S I espectivos par ceir os.
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Saude de guaxinins (Procyon cancrivorus) no Pantanal central

RESUMO

Patdgenos que ocasionem debilidade em espécies silvestres podem vir a se tornar
epidemias, fragilizando populacdes silvestres e levando-as proximas de um evento de
extincdo local. Desta forma, avaliar a ocorréncia desses patégenos em animais de vida
livre € de grande importancia para a conservacdo da fauna. O guaxinim (Procyon
cancrivorus) € um dos carnivoros Neotropicais menos estudados, especiamente quanto
a infeccdo por doencas em sua area de distribuicdo. Este estudo teve como objetivo
pesguisar a exposi¢cao de guaxinins do Pantanal central a patdgenos de importancia para
a fauna e para 0 homem. Foi avaliada a presenca dos seguintes agentes e/ou de
anticorpos produzidos contra estes agentes. Trypanosoma cruzi, Trypanosoma evansi,
Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Leptospira spp. e raiva. De julho de 2009 a
dezembro de 2010, foi coletado sangue de 13 guaxinins e produzido soro para 12
individuos, sendo estes analisados através hemocultivos e sorologias, respectivamente,
para os agentes citados. Com excegdo de Trypanosoma evansi, avaliado somente através
de exame a fresco, para as outras cinco doencas analisadas ocorreram resultados
positivos. Dois individuos (2/13 = 15,4%) foram detectados com Trypanosoma cruzi em
hemocultivo, sendo este isolado para um dos individuos e identificado como Tcl.
Guaxinins apresentaram anticorpos contra T. cruzi (9/12 = 75%), Leishmania spp. (2/3
= 66,7%), Toxoplasma gondii (3/12 = 25%), Leptospira spp. (/12 = 8,3%; sorovar
Canicola), e raiva (9/13 = 69,2%). Assim como alguns individuos foram positivos para
anticorpos de apenas uma doenca (Chagas e raiva), também foram detectados
individuos com mais de uma doenca: Chagas + raiva (n= 3); Chagas + toxoplasmose

(n= 3); Chagas + raiva + toxoplasmose (n= 1); Chagas + raiva + leptospirose (n= 1);
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raiva + leishmaniose (n= 2). Quanto aos ectoparasitas, foram encontrados carrapatos em
10 individuos: Amblyomma cajennense (n= 7), A. parvum (n= 52) e A. ovale (n= 10),
além de ninfas ndo identificadas (n= 17). Os dados obtidos para guaxinins no presente
estudo indicam a circulagdo de agentes etimoldgicos na regido, evidenciando a
necessidade de um maior nimero de estudos acerca da epidemiologia destas doencgas,

além de politicas publicas voltadas a conservacdo dos animais silvestres.

Palavras-chave: Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma gondii, Leptospira, raiva,

guaxinim, Pantanal.

ABSTRACT

Pathogens responsible to cause diseases in wild species are likely to become epidemic,
weakening wild populations and bringing them close to an event of local extinction.
Thus, to evaluate the occurrence of these pathogens in free-ranging animal is one of the
primary issues for wildlife conservation. The crab-eating raccoon (Procyon
cancrivorus) is one of the least studied Neotropical carnivores, especially on what
concerns its infection by diseases in its distribution range. This study aimed to
investigate the exposure of crab-eating raccoons in central Pantanal to pathogens of
importance for wildlife and for humans. We evauated the presence of the following
agents and / or of antibodies produced in response to these pathogens: Trypanosoma
cruz, Trypanosoma evansi, Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Leptospira spp. and
rabies. From July 2009 to December 2010, blood was collected from 13 crab-eating
raccoons and produced serum for 12 individuals, which were analyzed by blood culture
and serology, respectively, for the cited agents. With the exception of Trypanosoma

evansi, assessed only through fresh blood exam, for the other five diseases anayzed
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occurred positive results. Two individuas (2/13 = 15.4%) were detected with
Trypanosoma cruz in blood culture, which was isolate to one individual and identified
as TCIl. The crab-eating raccoons presented antibodies to T. cruzi (9/12 = 75%),
Leishmania spp. (2/3 = 66.7%), Toxoplasma gondii (3/12 = 25%), Leptospira spp. (1/12
= 8.3%; serovar Canicola) and rabies (9/13 = 69.2%). Some individuals were positive
for only one disease antibodies (Chagas disease and rabies), whereas others were
detected with more than one disease: Chagas + rabies (n = 3); Chagas + toxoplasmosis
(n = 3); Chagas + rabies + toxoplasmosis (n = 1); Chagas + rabies + |eptospirosis (n =
1); rabies + leishmaniasis (n = 2). As for the ectoparasites, ticks were found in 10 crab-
eating raccoons: Amblyomma cajennense (n = 7), A. parvum (n = 52) and A. ovale (n =
10), and nymphs were not identified (n = 17). The data obtained for crab-eating
raccoons in this study indicate the movement of diseases’ agents in the central Pantanal
region, highlighting the need for major number of studies on the epidemiology of these

diseases, and public policies for the conservation of wild animals.

Key words. Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma gondii, Leptospira, rabies, crab-

eating raccoon, Pantanal.

INTRODUCAO

A avaiagdo de patdgenos que ocasionem debilidade em espécies silvestres é de
grande importancia para a conservagdo desses animais. Podendo vir a se tornarem
epidemias, diversas doencas podem fragilizar populagbes silvestres, levando-as
préximas de uma extingdo local (Gascoyne et al. 1993, Murray et al. 1999).

A avaiagdo de zoonoses e outras doengas transmissiveis em carnivoros silvestres,

antes restrita a animais de cativeiro, tém aumentando nos Ultimos anos para animais de
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vida livre no pais (e.g. Curi et al. 2010, Herrera et al. 2011, Jorge et al. 2010).
Entretanto, devido a dificuldade de captura (Cheida e Rodrigues 2010) para coleta de
amostras, guaxinins centro sul-americano (Procyon cancrivorus) de vidalivre aindatem
sido pouco estudado quanto a infeccdo por doencas em sua area de distribuicdo
(Almeida et al. 2001, Favoretto et al. 2006, Jorge et al. 2010, 2011). Desta forma, a

funcéo da espécie no ciclo de diversas doencas ainda é incerta.

Tripanosomatideos

A tripanossomiase ou doenca de Chagas € uma zoonose restrita ao continente
Americano e causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruz. Sua transmisséo
ocorre principamente na zona rural, através de fezes de insetos hematofagos
Triatominae (Hemiptera e Reduviidae) infectadas com o parasita (Noireau et al. 2009,
Schofield 2000). Estimase que mais de 180 espécies de mamiferos domeésticos e
silvestres possam fazer parte do ciclo de transmissdo desta zoonose (WHO 2002,
Noireau et al. 2009).

A tripanossomose equina ou “Mal de Cadeiras”’, como é conhecida no Pantanal, é
causada pelo protozoario Trypanosoma evansi (Silva et al. 1995a), sendo sua
distribuicdo restrita a areas tropicais e sub-tropicais do mundo (Hoare 1972, apud
Herreraet al. 2011). No Brasil, ainfecgdo por este parasita pode ocorrer de forma aguda
em cavalos e cachorros, podendo leva-los a ébito (Aquino et al. 1999, Silva et al.
1995b, Seidl et al. 2001).

Estudos recentes acerca da infecgéo por T. cruz e T. evansi no Pantanal, revelaram
a infeccdo de diversas espécies silvestres, como roedores (incluindo a capivara
Hydrochoerus hydrochaeris), marsupiais, tatus, morcegos e porcos silvestres, além dos

carnivoros quati (Nasua nasua), lobinho (Cerdocyon thous) e jaguatirica (Leopardus
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pardalis; Herrera et al. 2005, 2008a,b, 2011, Rademaker et. al. 2009). Para guaxinins,
ha apenas um caso reportado para infeccdo por T. cruz, de localidade incerta no Brasil
(Filardi e Brener 1987).

O padréo de infeccd@o e funcdo dos carnivoros no ciclo de transmissdo silvestre
destes tripanosomatideos comecam a ser melhor investigados. No Pantanal, o
procionideo Nasua nasua € considerado um importante agente nos ciclos de transmisséo
de T. cruz e T. evansi, apresentando altas taxas de paresitemia. Neste bioma, estes
tripanosomatideos podem ser encontrados por toda a paisagem e seus extratos, sendo
sua transmisséo relacionada a uma complexa rede trofica entre mamiferos generaistas e

especialistas (Herrera et al. 2011).

L eishmaniose

Doenca de grande impacto sobre seres humanos e animais domesticos, a
leishmaniose pode ocorrer de duas formas. leishmaniose tegumentar americana
(diversas espécies) e leishmaniose visceral americana (Leishmania chagasi), tendo a
Ultima o cd domeéstico como principa reservatorio (Courtenay et al. 2002), aém do

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous; Courtenay et al. 1996).

Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenca causada pelo protozoario Toxoplasma gondii que
pode ser transmitida por ingestdo de cistos em tecidos ou fezes, além da exposi¢do no
atero (Curi 2005). A doenga ja foi reportada para diversos animais silvestres e
domeésticos, havendo, segundo literatura disponivel, apenas trés casos reportados para

guaxinim no pais até o momento (Sogorb et al. 1977).
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L eptospirose

A leptospirose € uma doenca de distribuicBo cosmopolita, transmissivel
principamente pela urina de animais reservatérios, como roedores (Teixeira e
Ambrésio 2007), podendo acometer a maioria dos mamiferos (Thiermann 1984). Pode
acometer espécies domeésticas, como o gado (Mineiro et al. 2007), tendo sido
recentemente avaliada para espécies silvestres (Girio et al. 2004, Jorge et al. 2011,

Vieiraet al. 2011).

Raiva

A raiva € uma antropozoonose transmitida através de inoculacdo do virus da raiva
contido na saliva de animais infectados, principalmente por meio de mordeduras. Em
humanos, devido a uma encefalite aguda, leva ao 6bito em quase 100% dos casos. E
uma das mais antigas doencas conhecidas, representando um sério problema de salide
publica em todo o mundo (Brasil 2008). Até o momento, sabe-se que o ciclo silvestre
tem énfase principa mente em morcegos hematofagos (Albas et al. 2011, Arellano-Sota
1988) e nos canideos silvestres (Brasil 2008). Entretanto, investigagOes recentes tém
procurado elucidar melhor a multiplicidade de reservatorios silvestres (Almeida et al.
2001, Carnieli et al. 2006, 2008, Favoretto et al. 2002, 2006, Gomes 2004, Jorge et al.

2010a,b).

O objetivo deste estudo foi investigar a infecgdo de guaxinins do Pantana central
por cinco doencas transmissiveis, ampliando o conhecimento acerca do assunto e

servindo como uma das bases para futuras pesquisas.

MATERIAISE METODOS
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AreadeEstudo

O Pantanal € uma planicie savéanica inundavel localizada proxima ao centro
geogréfico da América do Sul, com elevacéo de cerca de 100 m acima do nivel do mar.
O presente estudo ocorreu em uma area de 413 km?® a0 norte da cidade de Corumba
(Estado de Mato Grosso do Sul), compreendida por fazendas de gado de corte:
Nhumirim (Estacdo Experimental da Embrapa Pantanal; 18°59°15’S, 56°37°03°’W) e
trés fazendas em seu entorno (Porto Alegre, Ipanema e Dom Valdir). Tal arealocaliza-
se na sub-regido da Nhecolandia, sudoeste do Pantanal, na baciado rio Taguari.

O climanaregiéo é tropical semi-umido ou tropical savanico / Kdppen Aw (Peel
et al. 2007), com temperatura anual média de 25,4°C e precipitacdo anual acumulada de
1.176,4 mm (Soriano 2002). A estacéo de cheia (chuvosa e quente) compreende o
periodo de novembro a marco, quando ocorrem cerca de 60 a 80% das chuvas. A
estacdo seca e mais fria ocorre de abril a outubro. Amostramos oito meses durante a
estacd0 cheia, quando a temperatura média das maximas foi de 32,9°C. Na estacdo seca,
a amostragem foi de 13 meses, sendo a temperatura média das minimas de 18,8°C. A
precipitacdo anual acumulada do ano de 2010 (Unico ano completo em campo) foi de
751,5 mm, abaixo da média anual de 1.353 mm (ver Soriano 1997).

A érea total abrange um complexo mosaico de habitats que inclui manchas
florestais ou cordilheiras (Floresta Estacional Semi-decidual + Cerraddo), Cerrado
strictu sensu, campo sujo, campo limpo, campo sazonalmente Umido, baias (lagoas)
permanentes e tempordrias, e salinas (Soriano et al. 1997, Rodela 2006). Na area
estudada nd h& composicdo de gramineas exoticas para criagd de gado, apenas

nativas.

Capturas
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De abril de 2009 a dezembro de 2010, foi realizado um esforco de captura
através de armadilhas durante nove dias/més, utilizando-se de 45 a 171 armadilhas/més,
que totalizaram em 2198 armadilhas-dia ao longo de 20 meses de estudo (média de
109,9 armadilhas/més). As armadilhas eram do tipo gaiola (Tomahawk) para médios
carnivoros e foram distribuidas ao longo da Fazenda Nhumirim, em &reas de Cerrado e
bordas de matas, baias e salinas. Estas foram iscadas com itens presentes em uma dieta
onivora, como a de Procyon cancrivorus (v. Santos e Hartz 1999, Novaes 2002, Gatti et
al. 2006, Pellanda 2010), com frutas, ovo e carne (bacon, sardinha e isca viva — pintos
ou frangos). As armadilhas foram posicionadas no chéo e sobre plataformas, para evitar
a entrada de cachorros-do-mato, abundantes na area de estudo e com dieta similar a
Procyon cancrivorus (Lopes-Rocha 2006, Bianchi 2009). As mesmas foram vistoriadas
diariamente, no periodo da manha e/ou tarde.

Ao longo do mesmo periodo, foram realizadas saidas noturnas para capturas
ativas de Procyon cancrivorus através de pucas (Bianchi 2009, Cheida e Rodrigues
2010). Apés estimativa visual do peso, os individuos foram anestesiados com aplicacdo
intramuscular de 20 mg/kg (0,2 mL/kg) de Zoletil® 50 (Virbac; hidrocloreto de
tiletamina e hidrocloreto de zolazepan), que resultou em cerca de 40 min. de manuseio
Seguro.

Cuidados para 0 bem estar do animal foram sempre tomados, como umidificar
os olhos dos animais com pomada oftalmoldgica ou soro fisioldégico para evitar
ressecamento, e vendar olhos e aplicar tampdes auriculares de algoddo e gaze para

diminuir o estresse.

Coletas
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Durante a captura, coletamos nos individuos ectoparasitas Ixodida (carrapatos),
fragmento de tecido da ponta de orelha (para andlise de Leishmania spp.) — ambos
conservados separadamente em frascos com etanol absoluto —, e sangue. O sangue foi
diretamente acondicionado em tubos Vacutainer® esterilizados, contendo anti-
coagulante (EDTA) para o hemocultivos de tripanosomatideos e Leptospira spp.
(descricdo abaixo), e tubos sem anticoagulante para futura obtencdo de amostras de soro
para andlises (sorologias) de Trypanosoma spp., Leptospira spp., Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e raiva (descricdo abaixo). Imediatamente apds a coleta,
acondicionamos os tubos em isopor refrigerado (em campo).

Apobs os procedimentos nos locais de coleta, os animais foram mantidos em
gaiolas nos locais de captura até seu completo restabelecimento. Estas gaiolas eram
forradas com capim e panos, e protegidas externamente por galhos de arbustos. A
soltura ocorreu com no minimo trés horas apos término do procedimento, sempre antes
do amanhecer, em decorréncia do habito noturno da especie.

Os procedimentos foram aprovados pelo Sistema de Autorizagdo e Informacéo
em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA),

através das licencas de nUmero 11772-2, 19780-1 e 25078-2.

Pré-analises

Em laboratério de campo, acondicionamos as amostras de sangue em geladeira
até a realizagdo dos préximos procedimentos (no maximo 18 horas apos a coleta do
sangue). Realizamos a semeadura de sangue em meios de cultura especificos (descri¢éo
nas proximas secdes), em local previamente limpo com acool 70% iodado e proximo a
um fogareiro, sendo os mesmos selados apds o procedimento com Parafilm®,

identificados e acondicionados em temperatura ambiente.

88



O sangue coletado em tubo sem EDTA foi centrifugado e o soro resultante foi
acondicionado em eppendorfs estéreis, mantidos a uma temperatura de
aproximadamente -4°C para posterior utilizacdo em testes soroldgicos (descricdo nas
proximas secoes). Amostras de soro foram examinadas no Laboratorio de Biologia de
Tripanosomatideos (IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ) para andise de Trypanosoma
cruzi e T. evansi; no Laboratorio de Toxoplasmose (IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ)
para andlise de Toxoplasma gondii; no Laboratorio de Gastroenterites Infecciosas dos
Animais (Escola de Medicina Veterindaria, UFMG) para andlise de Leptospira spp.; € no
Instituto Pasteur, Laboratério de Zoonoses e Doengas Transmitidas por Vetores (Centro
de Controle de Zoonoses da Prefeitura do Municipio de S& Paulo) e Nucleo de
Pesquisas em Raiva (Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Departamento de
Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de S&o Paulo) para
andlise de raiva. Os fragmentos de tecido da orelha dos individuos foram examinados
no Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios
(IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ) para analise de Leishmania spp.

Ectoparasitas foram identificados no Laboratorio de Endo e Ectoparasitas (Embrapa

Gado de Corte, Campo Grande, MS).

Tripanosomatideos

As avaliagdes foram realizadas para Trypanosoma cruz e T. evansi.

Para 0 diagnostico parasitol6gico a fresco de presenga de T. evansi, as amostras de
sangue foram examinadas em microscopio no dia seguinte ao da coleta.

Avaliacao de infecgdo por T. cruz foi verificada através de método parasitol 6gico

e/ou sorologico, conforme descricdo em Herrera et al. (2008). Os protocolos a seguir
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foram realizados no Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos (Fundacdo Oswaldo
Cruz - FIOCRUZ-RJ).

Hemocultivo: Testes parasitol6gicos foram baseados em exames de esfregaco de
sangue fresco (andlise microscopica) e hemocultivo (HC), realizado como segue: 0,3
mL de sangue de cada individuo amostrado foi semeado em dois tubos contendo meio
de cultura Novy-Mc Neal-Nicole (NNN) com sobreposicdo de “liver tryfusion triptose”
(LI1T). Estes tubos foram examinados durante 15 dias até cinco meses. Quando positivo,
isolados foram amplificados (até atingirem a concentracdo de 106 parasitas/mL),
criopreservados e depositados na “Colecdo de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres,
Domeésticos e Vetores — COLTRYP” (Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro-RJ,
Brasil).

Sorologia: Para deteccéo de anticorpos IgG anti-T. cruz, utilizamos o protocolo
padréo para RIFI (reacéo de imunofluorescénciaindireta) ou IFAT (indirect fluorescent
antibody test). Este consiste, primeiramente, em obter antigenos em cultura de parasitas
em fase exponencial de desenvolvimento, centrifugar duas vezes em solugcdo tampéo,
coletar material em suspensdo até se obter 40 parasitas/campo distribuidos em lamina de
vidro sob ampliacéo de 400 vezes. ApOs secagem das laminas, as mesmas S&0
embrulhadas em papel seda e conservadas a —20°C. Para o0 ensaio, repetidas diluicdes
das amostras de soro foram realizadas em solucéo tampao PBS (0,02 M NaHPO,; 0,15
M NaCl pH 7,2), sendo as laminas encubadas em camara Umida a 37°C por 45 min. e
lavadas trés vezes em PBS. Apds secagem, as |&minas foram incubadas com diluicdo de
1:20 de conjugado fluoresceina anti-raccoon 1gG (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg, MD, USA) por 45 min. a 37°C. As mesmas foram lavadas trés vezes
seguidas em PBS, secadas e preparadas com glicerol / bicarbonato de sodio (9/1, v/v),

pH 9,5. O exame das |aminas foi feito através de microscopio com luz ultravioleta (Carl
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Zeiss, model ST 44). O valor do ponto de corte para os titulos sorol gicos de guaxinins
foram estabelecidos em =>1:40, conforme estabelecido para quatis (Nasua nasua;
também um procionideo) e outros carnivoros (Herrera et a. 2011). Para cada exame,
foram utilizados dois soros controle positivos e dois negativos, ambos de quatis.

Caracterizacdo molecular: Os isolados criopreservados foram incubados com 0,5%

de dodecil sulfato de sodio, e 0 DNA gendémico foi extraido a partir de lisados de
parasitas, utilizando fenolcloroférmio 1:1, e precipitado com acetato de sodio e etanol.
Um ensaio de PCR (polymerase chain reaction) com miniexon multiplex foi realizado a
fim de definir o tipo de T. cruz isolado como Tcl, Tcll ou Z3. Os produtos amplificados
de PCR foram analisados em géis corados com agarose de brometo de etidio (3%) e

visualizados sob luz ultravioleta.

L eishmaniose

Realizamos as avaliacdes de infeccdo por Leishmania spp. através de protocolo
para testes de imunofluorescencia de anticorpos (RIFI ou IFAT, descrito na secéo
acima). Os parasitas utilizados foram L. infantum e L. brazliensis, coletados como
antigenos em cultura axénica em fase exponencial de desenvolvimento. O ponto de
corte foi estabelecido para titulos >1:40, conforme Jusi et al. (2011). As analises foram
realizadas no Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres

Reservatorios (Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ-RJ).

Toxoplasmose
Para verificagdo de anticorpos para Toxoplasma gondii nas amostras de soro de
guaxinim, realizamos teste de hemaglutinacdo indireta (HAI), através de protocolo

apresentado no kit Toxotest-HAI (Wiener Lab., Argentina), conforme instrugdes do
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fabricante (Anexo 1). Apesar de ter sido desenvolvido para andlise de amostras oriundas
de seres humanos, o kit Toxotest-HAI € utilizado sem modificagcbes em anadlises de
soros de outras espécies, principamente aguelas que ndo possuem conjugados
comerciais. A utilizagdo do kit é feita com o respaldo de soros controles do proprio Kit,
e soros controles das espécies pesquisadas. Entretanto, para andlises de soros de
guaxinins, foram utilizados como controle apenas os soros do préprio kit, dada a
inexisténcia de soros controle para a especie.

Todos os soros foram diluidos até 1:64, conforme recomendacdo do kit. Apos a
triagem, amostras que apresentassem heterofilia, ou sga, que estivessem sendo
“reconhecidas” mesmo ndo estando sensibilizadas (sem antigeno), foram tratadas com
2-mercaptoetanol. Tais andlises foram redlizadas no Laboratorio de Toxoplasmose

(Fundacéo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ-RJ).

L eptospirose

Avaliagdes de infecgOes por Leptospira spp. foram verificadas através de método
parasitologico (Embrapa Pantanal) e soroldgico (Laboratério de Gastroenterites
Infecciosas dos Animais, Escola de Medicina Veterinaria, Universidade Federa de
Minas Gerais - UFMG).

Hemocultivo: Semeamos 0,3 mL de sangue de cada individuo amostrado em dois
tubos contendo meio de cultura Fletcher. Estes tubos foram examinados semanal mente
até trés meses.

Sorologia: Para deteccdo de anticorpos 1gG anti-Leptospira spp., foi utilizada a
técnica de soroaglutinagdo microscopica (SAM; Galton et al. 1965, Cole et al. 1973),
com modificagbes (Rodrigues et al. 2011). Considerou-se 0 ponto de corte para 0s

titulos soroldgicos = 1:100, conforme estabelecido para carnivoros por Fiorello et al.
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(2007). As amostras foram testadas em 21 sorovares para canideos e bovinos de
Leptospira interrogans (Australis, Autumnalis, Batavine, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Hardjo-bovis, Hardjo-Norma, Hardjo O.M.S., Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Patoc, Pyrogens e Wolffi), L. borgpetersenii (Mini e Tarrasovi) e L. kirschneri

(Grippotyphosa), além dos sorovares Hebdomalis, Adamawa, Semeranga e S&o Paulo.

Raiva

A titulagdo dos anticorpos contra 0s virus vacinais rabicos foi realizada através
de teste soroneutralizacdo em cultura celular do tipo teste simplificado de inibicdo de
focos fluorescentes (SFIMT; Favoretto et al. 1993), também descrito em Brasil (2008).
Foi considerado ponto de corte os titulos sorol6gicos = 0,22 Ul/mL. As analises foram
realizadas por profissionais do Nucleo de Pesquisas em Raiva (Laboratorio de Virologia
Clinicae Molecular, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade de S&o Paulo), Instituto Pasteur (S&o Paulo) e Laboratério de Zoonoses e
Doencas Transmitidas por Vetores (Centro de Controle de Zoonoses, Prefeitura do

Municipio de Sdo Paulo).

RESULTADOS

De julho de 2009 a dezembro de 2010, foram capturados 15 guaxinins por busca
ativa e nenhum através de armadilha. Destes, foi coletado sangue de 13 individuos,
sendo realizados hemocultivos e sorologias para todos eles, com excegdo de Pcl4 (sem

analise sorol6gica).

Tripanosomatideos
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N&o foram detectados vestigio de parasitas Trypanosoma evansi nos esfregacos
sanguineos.

Nos hemocultivos em meio NNN foi detectado T. cruzi no sangue de dois
individuos (2/13 = 15,4%): uma fémea adulta (Pc15) e um macho adulto (PcO4). Na
amostra da fémea houve sucesso na amplificacdo do nimero de parasitas (Tab. 1),
sendo tal amostra criopreservada e os parasitas identificados por PCR como T. cruz |
(Fig. 1).

Através de sorologia, verificou-se que todos os 12 individuos analisados possuiam
anticorpos 1gG anti-T. cruzi. Entretanto, nove individuos (uma fémea jovem, trés
fémeas adultas e cinco machos; 9/12 = 75%) apresentaram titulagdo acima do ponto de
corte (=1:40). Os dois individuos positivos no hemocultivo (PcO4 e Pcl5) apresentaram

umatitulacéo de 1:40 na andlise soroldgica (Tab. 1).

L eishmaniose
Foram realizadas andlises apenas para trés individuos, sendo que dois (2/3 =
66,7%) apresentaram anticorpos 1gG anti-Leishmania spp. em titulacdo acima do ponto

de corte (=1:40): umafémea adulta (Pc08) e um macho subadulto (PcO7; Tab. 1).

Toxoplasmose

Durante a triagem, apenas duas fémeas adultas (Pcll e Pcl2) apresentaram
anticorpos IgG anti-T. gondii (1:8 e 1:64, respectivamente). Entretanto, no soro de seis
individuos foi observada heterofilia, sendo estes submetidos a tratamento com 2-
mercaptoetanol, resultando em mais um individuo com presenca do anticorpo (macho
adulto Pc05) que apresentou titulo 1:32. No total, trés individuos apresentaram

anticorpos 1gG anti-T. gondii (3/12 = 25%; Tab. 1,2).
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L eptospirose

Em nenhum dos hemocultivos em meio Fletcher foram encontrados vestigios de
Leptospira spp.

Nas andlises sorologicas, dos 21 sorovares anaisados, apenas o sorovar Canicola
foi detectado em ponto de corte >1:100, estando ele presente em um macho adulto

(PcO4; 1/12 = 8,3%; Tab. 1).

Raiva

Anticorpos IgG para raiva foram encontrados em nove individuos (9/13 = 69,2%;
quatro fémeas e cinco machos), considerando-se os titulos acima do ponto de corte
(20,22 Ul/mL). A titulacdo variou de 0,22 Ul/mL a 0,88 Ul/mL, sendo o maior titulo

reportado aumafémeajovem (Tab. 1).

Ectoparasitas
Foram coletados carrapatos (Ixodida) em 10 individuos, sendo identificadas trés
espécies. Amblyomma cajennense (n= 7), A. parvum (n=52) e A. ovale (n= 10), além de

ninfas ndo identificadas (n= 17; Tab. 3).

DISCUSSAO

Para todas as cinco doengas transmissiveis analisadas ocorreram resultados
positivos entre os guaxinins analisados. Assim como alguns individuos foram positivos
para anticorpos de apenas uma doenca (Chagas e raiva), foram detectados individuos

com anticorpos de mais de uma doenga: Chagas + raiva (n= 3); Chagas + toxoplasmose
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(n= 3); Chagas + raiva + toxoplasmose (n= 1); Chagas + raiva + leptospirose (n= 1);
raiva+ leishmaniose (n= 2).

Considerando o fato dos guaxinins analisados ndo serem animais previamente
vacinados, as chances de contaminagdo nas analises s80 menores, indicando que estes
animais certamente estiveram ou estavam naturalmente expostos a essas doencas.
Entretanto, durante monitoramento por radio-telemetria (Capitulos | e |1 desta tese,
Cheida et al. submetido), nenhum dos individuos foi visualizado com sintomas das
doencas analisadas. Apesar disso, dois individuos monitorados morreram de causas
indeterminadas:. o macho adulto PcO6 e a fémea adulta Pc12 (lactante e com filhotes).
Nos exames sorol6gicos do macho foram encontrados altos titulos para Trypanosoma
cruzi (1:320) e medianos para raiva (0,66 Ul/mL). Para a fémea, foi registrado
Trypanosoma cruzi em ponto de corte (1:40), alto titulo para toxoplasmose (1:64) e

raivaem baixatitulacdo (<0,22). Ambos morreram um més apos suas capturas.

Tripanosomatideos

Foi verificada uma ata ocorréncia de guaxinins com anticorpos anti-T. cruzi (9/12
= 75%) nesta regido do Pantanal central. Dada a literatura cientifica disponivel sobre a
doenca de Chagas, este seria 0 terceiro registro de Trypanosoma cruz para 0 guaxinim
centro e sul-americano, aém da mengdo ao soro de um guaxinim infectado em Minas
Gerais (n&o definido como animal de vida livre ou de cativeiro; Filardi e Brener 1987).
Apesar de pouco relatada para o0 aqui estudado guaxinim centro e sul-americano, a
infeccdo por T. cruzi é relatada para o congénere guaxinim norte-americano (Procyon
lotor; Brown et al. 2010, Kribs-Zaleta 2010, Y absley e Noblet 2002). Segundo Roellig
et al. (2009), o consumo de insetos vetores de T. cruz por P. lotor representaa principal

via de transmissdo desta doenca nos Estados Unidos.
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Na area de estudo, infecgbes por tripanosomatideos foram positivas para carnivoros
simpatricos ao guaxinim, como quati (Nasua nasua), cachorro-do-mato e jaguatirica
(Leopardus pardalis), além de outras espécies, como capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris), diversos pegquenos roedores e marsupiais, cateto (Pecari tajacu),
queixada (Tayassu pecari), porco-monteiro (feral; Sus scrofa), tatu-peba (Euphractus
sexcinctus), diversos morcegos, e também cachorro doméstico (Canis familiaris;
Herrera et al. 2008, 2011). Segundo Herrera et al. (2011), possivelmente a principa via
de transmisséo de T. cruzi entre essas espécies seria oral e através de transmisséo
vetorial. Ou sgja, esta transmissdo ocorreria através de uma intrincada rede trofica,
envolvendo espécies generalistas e especialistas de mamiferos. Para quati e cachorro-
do-mato, Herrera et al. (2011) hipotetizou que uma das vias de transmissdo seria 0
consumo de insetos vetores (barbeiros Triatominae) ou pequenos roedores e marsupiais
que tivessem se alimentado desses insetos. Dada a dieta onivora dos guaxinins, que
inclui representativo forrageio sobre insetos, além de pequenos mamiferos (Aguiar et al.
2011, Gatti et al. 2006, Martinelli e Volpi 2010, Pellanda et al. 2010, Santos e Hartz
1999), é provavel gque pudesse estar ocorrendo na area de estudo uma transmissao via
oral, como a hipotetizada por Herreira et al. (2011). Esta hipétese ganharia forca
considerando-se que 0 genétipo para T. cruzi identificado por PCR em um dos
guaxinins estudados (Pcl15) foi Tcl, o mesmo identificado na &rea de estudo para
pequenos mamiferos (Herreira et al. 2011). Entretanto, em estudo com 0 guaxinim
norte-americano, apesar da transmissdo de T. cruz via ora por consumo de insetos ter
ocorrido, 0 mesmo ndo ocorreu quando o animal se alimentou de tecido infectado com o
parasita (Roellig et al. 2009). Além disso, durante o presente estudo, observou-se 0 uso
de aglomerados de bromélias (Bromelia balansae) como abrigos por guaxinins, sendo

este um reconhecido habitat de triatomineos vetores de T. cruzi (Gaunt & Miles 2000).
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Nestes abrigos, € possivel que a infeccdo dos guaxinins por T. cruz se dé por
transmisséo vetorial ou através de consumo destes insetos.

Assim, dada a dta taxa de infeccdo de guaxinins reportada neste estudo e a
possibilidade de contaminacdo via oral, sugere-se uma maior investigacdo acerca do
papel que a dieta possui nesse sistema, incluindo identificacbes acuradas de insetos e

pequenos roedores presentes nessa dieta.

L eishmaniose

Apesar das andlises para leishmaniose terem sido redlizadas para apenas trés
guaxinins do Pantanal central, dois individuos (2/3 = 66,7%) apresentaram anticorpos
IgG anti-Leishmania spp. (Tab. 1). Jorge et al. (2010) também reportaram guaxinins de
vida livre soropositivos para 0 Pantanal norte. Guaxinins ex situ também foram
analisados por Jusi et al. (2011), que detectaram a presenca de anticorpos anti-
Leishmania spp.

Animais de vida livre simpétricos ao guaxinim também foram soropositivos para a
doenca, como cachorro-do-mato, |obo-guara e jaguatirica (Curi et al. 2006, Jorge et al.
2011), inclusive no Pantanal norte. Entretanto, ainda ndo hé respostas sobre como se da
0 processo de contaminagdo de guaxinins aleishmaniose; se devido a suainteracdo com

outros carnivoros simpétricos ou através do ambiente contaminado (mosquitos vetores).

Toxoplasmose
Foram verificados para o Pantanal central trés individuos com anticorpos IgG anti-

T. gondii (3/12 = 25%; Tab. 1,2). Apesar da baixa incidéncia e dada a literatura
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cientifica disponivel, este poderia ser o primeiro caso de infeccéo por Toxoplasma
gondii reportado a guaxinins de vida livre, dada a falta de informacéo acerca da
procedéncia de trés individuos soropositivos reportados para Sdo Paulo por Sogorb et
al. (1977). Para guaxinins ex-situ, individuos do Zoolégico de Aracgu-SE foram
avaliados como soropositivos (4/6 = 66,7%; Pimentel et al. 2009). Anticorpos anti-T.
gondii também ja foram verificados no congénere guaxinim norte-americano, tanto nos
Estados Unidos (Hancock et al. 2005, Mitchell et al. 2006), como no Japéo (Sato et al.
2011), assim como no ameagado guaxinim-pigmeu (Procyon pygmaeus, McFadden et
al. 2005), endémico da Ilha de Cozumel (México).

Apesar da via de transmissdo da doenca ndo ser conhecida para o guaxinim, alguns
estudos verificaram no Brasil a infeccdo a esta doenca por animais simpatricos ao
guaxinim, como quati, cachorro-do-mato, lobo-guard (Chrysocyon brachyurus),
cachorro-do-campo (Lycalopex gymnocercus), jaguatirica, tatu-canastra (Priodontes
maximus), tatu-peba (Euphractus sexcinctus), tatu-galinha (Dasypus novencinctus) e
cervo-do-Pantanal (Blastocerus dichotomus; Curi et al. 2010, Ferreira et al. 1997,
Gennari et al. 2004, Salata et al. 1985, Silva et al. 2006, Sogorb et al. 1977). Na Guiana
Francesa também foram reportadas espécies simpatricas a guaxinins, como quati, irara
(Eira barbara), cateto, tamandua-bandeira (Myrmecophaga trydactyla), tamandu&
mirim (Tamandua tetradactyla) e tatu-galinha (Thoisy et al. 2003).

A transmissdo de T. gondii pode estar relacionada a cdes domésticos, como
reportado no Brasil (Curi 2005) e na Bolivia (Fiorello et al. 2004), aém de ter sido
verificada em animais de criagdo, como gado (Luciano et al. 2011) e cavalos no
Pantana (Silva 2005).

Assim, dada a ocorréncia da maioria das espécies citadas acima na area de estudo, €

possivel que ndo apenas 0s guaxinins tenham tido contato com a toxoplasmose.
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Entretanto, ainda séo necessarios estudos que verifiguem o papel dessas espécies na

transmiss&o da doenca.

L eptospirose

Dada a literatura disponivel, este seria 0 segundo estudo que reporta contaminagdo
por Leptospira sp. em guaxinim, tendo sido encontrado apenas um individuo com
presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. (macho adulto; Pc04; 1/12 = 8,3%; Tab. 1).
Apesar de terem sido testados 21 sorovares, apenas 0 sorovar Canicola foi detectado
neste individuo. Para o Pantanal norte, Jorge et al. (2011) observaram um maior nUmero
de guaxinins soropositivos (6/12 = 50%) também para o sorovar Canicola, assim como
para Pomona e Pyrogenes. Em estudo com guaxinins ex-situ, foram encontrados
individuos soropositivos para Leptospira spp. € sorovares Patoc, Copenhageni,
Icterohaemorragiae e Hardjo (4/15 = 26,7%; zool6gico; Teixeira e Ambrosio 2007),
para sorovar Copenhageni (1/6 = 16,7%; Zooldgico de Aracgu-SE; Pimentel et al.
2009) e sorovar ndo especificado (/1 = 100%; Zooldgico no Rio de Janeiro-RJ;
Lilenbaum et al. 2002).

Para 0 Pantanal, estudos também detectaram outros animais silvestres simpétricos
ao guaxinim com presenca de anticorpos anti-Leptospira spp., como quati, cachorro-do-
mato, lobo-guard, cachorro-vinagre (Speothos venaticus), jaguatirica, puma (Puma
concolor), veado-mateiro (Ozotoceros bezoarticus), porco-monteiro (feral; Sus scrofa),
além de animais domésticos, como cées, cavalos, gado, bufalo e carneiro (Girio et al.
2004, Jorge et al. 2011, Vieiraet al. 2011).

Considerando a grande ocorréncia deste agente etimoldgico relacionada a agua
(Teixeira e Ambrésio 2007), € provavel que esta sgja a principal fonte de infeccdo em

guaxinins, visto a grande utilizacdo de ambientes aquéticos que a espécie faz durante o
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forrageio (Capitulos | e Il desta tese, Cheida et al. submetido). E, sendo os corpos
d’agua abundantes no Pantanal, sua funcéo como dispersor da |leptospirose poderia estar
auxiliando em uma rapida propagacdo da doenca na vidasilvestre.

Roedores também sdo importantes reservatérios de leptospirose (Teixeira e
Ambrosio 2007) e, por fazerem parte da dieta de guaxinins (Gatti et al. 2006) e de
outros carnivoros (Bianchi 2009), € possivel que esta sgga uma via de transmissdo da

doenca.

Raiva

Para uma grande parcela dos guaxinins analisados neste estudo no Pantanal central
(9/13 = 69,2%) foi detectada a presenca de anticorpos contra o virus da raiva (titulacéo
de 0,22 Ul/mL a 0,88 Ul/mL). Outros registros no pais ocorreram no Pantanal norte
(n=1; 0,27 Ul/mL; Jorge et al. 2010a,b), na cidade de S&o Paulo-SP (n=1; Almeida et
al. 2001), em Fortaleza-CE, a partir de uma amostra de ser humano mordido por
guaxinim, e em Maranguape-CE (n=1; Favoretto et al. 2006). O baixo numero de
estudos envolvendo investigagbes sorolOgicas para raiva em guaxinins representa o
oposto do que ocorre para 0 guaxinim norte-americano. Esta € uma das espécies mais
estudadas na Ameérica do Norte com relacdo a sua importancia como reservatorio do
virus da raiva (v. Gehrt 2003) e para a qua sdo redlizados diversos programas de
manejo (Arjo et al. 2008, Broadfoot et al. 2001), incluindo vacinagéo oral contraarava
através de iscas (Blackwell et al. 2004, Boulanger et al. 2006). Entretanto, o habito
conspicuo desta espécie, evidenciado inclusive por sua escolha de abrigos em centros
urbanos (v. Gehrt 2003), certamente a torna mais suscetivel a contrair e transmitir o

virus da raiva — diferente do guaxinim centro e sul-americano reportado no presente
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estudo, caracterizado por ser uma espécie inconspicua e residente em areas nativas
(Cheida et al. 2011).

Durante radio-monitoramentos dos guaxinins estudados (Capitulos | e 1l desta tese,
Cheida et al. submetido), foi observado em diversas ocasioes a presenca de cachorro-
do-mato em baias onde ambos forrageavam. Apesar do baixo nimero de estudos sobre
ocorréncia de raiva em guaxinins, estudos apontam a presenca de anticorpos para o
virus da raiva em espécies simpétricas ao guaxinim (Cheida et al. 2011), como quati,
cachorro-do-mato, raposinha-do-campo (Lycalopex vetulus), lobo-guara, cachorro-
vinagre, jaguatirica e gato-palheiro (Leopardus colocolo; Almeida et al. 2001, Carnieli
et al. 2006, 2008, Favoretto et al. 2002, 2006, Gomes 2004, Jorge et al. 2010a,b). A
transmissao daraiva, geralmente associada a saliva do animal portador do virus, poderia
ser transmitida entre estas espécies simpétricas durante interagcbes agonisticas, atraves
de mordedura pelo anima infectado (Rupprecht et al. 2001), ou até mesmo pela
ingestéo de carcagas contaminadas (Black e Lawson 1970).

Na area de estudo, € comum ocorrerem cdes de familias locais acompanhando
trabal hadores pelos campos, baias e matas, sendo estes locais habitados pel os guaxinins
radio-monitorados (Capitulos | e 1l desta tese, Cheida et al. submetido). Casos de caes
atacando guaxinins na area de estudo foram inclusive reportados por terceiros. Cées
domeésticos sdo considerados um dos mais importantes reservatorios e transmissores do
virus da raiva para seres humanos na América Latina, podendo possuir na saliva
concentragdes maiores de virus que em seu sistema nervoso central (Brasil 2008). Caes
Soropositivos para o virus da raiva, quando contaminados e em simpatria com animais
silvestres, podem inclusive levar essas espécies a altas taxas de mortalidade e
consequentes alteracbes em suas popul agdes, como relatam Murray et al. (1999) para a

América do Norte e Africa.
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Os dados obtidos para guaxinins no presente estudo indicam a circulacéo do virus
da raiva na regiéo, evidenciando a necessidade de um maior nimero de estudos acerca
da epidemiologia desta zoonose, além de politicas publicas voltadas a conservacéo dos

animais silvestres.

Ecotoparasitas

A maioria dos guaxinins capturados no Pantanal central apresentaram carrapatos do
género Amblyomma (A. cajennense, A. parvum e A. ovale) parasitando seus corpos. Na
regido de estudo, Cancado (2008) encontrou apenas A. parvum em guaxinins, e Labruna
et al. (2005) também encontraram A. cajennense e A. ovale (além de A. aureolatum)
parasitando este carnivoro para outras regides do pais. Todas essas espécies de
ectoparasitas também foram encontradas na regido de estudos em outros carnivoros,
como quati, cachorro-do-mato e jaguatirica (Cancado 2008). A. cajennense é tida como
espécie importante na transmisséo da febre macul osa (Cancado 2008), devendo esta ser
uma doenca a ser analisada em guaxinins e outros carnivoros simpatricos em estudos

futuros.

Assim, observou-se que 0s guaxinins no Pantanal central estdo expostos a
diversas doencas transmissivels, muitas delas responsaveis por Obitos em espécies
silvestres e domésticas. Pela &rea de estudo ser formada por fazendas de criacéo de
animais, podendo estes serem transmissores de algumas dessas doengas, uma alternativa
atransmissdo de doencas poderia ser 0 isolamento desses animais de criag@o em relacdo
as éreas nativas, restringindo-os as areas de pasto e confinamentos. Entretanto, as
fazendas estudadas promovem mangjo de animais de criagdo de forma a inseri-los na

paisagem natural, evitando desmatamentos e plantacdo de pastagem exética. Assim,
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aternativas para evitar contaminagdo entre espécies domeésticas e nativas seriam

medidas profiléicas, como vacinacdo em animais domeésticos, e monitoramento

constante de doencas nesses animais. O uso de vacinas em forma de iscas para espéecies

silvestres, utilizada em outros paises (Blackwell et al. 2004, Boulanger et al. 2006),

seriaumaideia a ser estuda
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Tab. 1. Dados gerais de guaxinins (Procyon cancrivorus,; n= 13) daregido central do Pantanal e andlises de doengas transmissiveis. Entre
parénteses, 0 valor do ponto de corte para os titul os sorol 6gicos. Em cinza, os resultados positivos.

D Amostra Sexo | 1dade Peso Data Hemocultivo Toxgp;bl\;sma Le?o?tl)vlsp,;ra
(CPAP-GM) (kg) | captura | Trypanosoma (diluiczo até 164) (> 1:100) *

Pc03 654 F J 3 29/08/09 N

Pc0O4 655 M A 7 01/09/09 N

Ped5 633 M | A | 10 | 23/09/09

Pc06 664 M A 7,64 | 29/09/09

Pc07 705 M SA 48 | 21/01/10

Pc08 713 F A 6,58 | 23/01/10

Pc09 715 M SA 53 | 26/01/10

Pel0 19 M | A | 719 | 250210

Pc11 743 F A 3,9 | 21/04/10

Pel2 45 F | A | 96 | 050510

Pc13 746 M A 8 23/06/10

Pc14 747 F SA 3,98 | 13/07/10

Pc15 753 F A 7 06/12/10

F= fémas; M= macho; J= jovem; SA= subadulto; A= adulto; N = teste negativo; - = teste ndo realizado.

* Andlises realizadas para os sorovares Australis, Autumnalis, Batavine, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Hardjo-bovis, Hardjo-Norma,
Hardjo O.M.S., Icterohaemorrhagiae, Pomona, Patoc, Pyrogens e Wolffi (Leptospira interrogans); Mini e Tarrasovi (L. borgpetersenii); Grippo-
typhosa (L. kirschneri); e Hebdomalis, Adamawa, Semeranga e S&o Paulo.
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Tab. 2. Resultados de analise sorol 6gica SAM para Toxoplasma gondii em guaxinins

(Procyon cancrivorus; n= 15) daregido central do Pantanal.

Titulacdo sem 2-mer captoetanol (Triagem)

Amostra 1:2 L4
ID CPAPGM Controle Controle 1:8 1:16 1:32 1:64 Status
Heterofilia Heterofilia
Pc03 654 P P P P P P Heterofilia
PcO4 655 P P P P P P Heterofilia
Pc05 698 P P P P P P Heterofilia
Pc06 664 P P P P P P Heterofilia
Pc0O7 705 P N N N N N Negativo
Pc08 713 P N N N N N Negativo
Pc09 715 N N N N N N Negativo
Pc10 719 N N N N N N Negativo
Pcl1 743 N N P N N N Reagente
Pc12 745 N N P P P P Reagente
Pc13 746 P P P P P N Heterofilia
Pc15 753 P P P N N N Heterofilia
Titulacdo com 2-mer captoetanol (Resultado final)
Amostra 1:2 L4
ID CPAPGM Controle Controle 1.8 116 1:.32 164 Status
Heterofilia Heterofilia
Pc03 654 N N N N N N Negativo
PcO4 655 N N N N N N Negativo
Pc05 698 N N P P P N Reagente
Pc06 664 N N N N N N Negativo
Pc13 746 N N N N N N Negativo
Pc15 753 N N N N N N Negativo

N= negativo; P= positivo.
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Tab. 3. Carrapatos Ixodida (Amblyomma spp.) coletados em guaxinins (Procyon cancrivorus, n= 10) daregi&o central do Pantanal.

Amostra Peso Data A. A. A. A. A. A.

ID (CPAP- | Sexo | Idade (kg) | captura Larvas | Ninfas | cajennense | cajennense | parvum | parvum | ovale | ovale
GM) 9 b M F M F M F
PcO1 724 M J 4,2 | 01/07/09 0 0 0 0 0 0 0 0
Pc02 725 F A 9,5 | 01/07/09 0 0 0 0 0 0 0 0
Pc03 654 F J 3 29/08/09 0 0 0 0 0 0 0 0
Pc04 655 M A 7 01/09/09 - - - - - - - -
Pc05 698 M A 10 | 23/09/09 0 0 0 0 0 0 0 0
Pc06 664 M A 7,64 | 29/09/09 0 0 0 0 0 1 0 0
Pc07 705 M SA 4,8 | 21/01/10 0 0 0 0 0 0 2 1
Pc08 713 F A 6,58 | 23/01/10 0 0 0 0 0 1 0 0
Pc09 715 M SA 53 | 26/01/10 0 0 2 0 3 2 2 2
Pc10 719 M A 7,19 | 25/02/10 0 0 0 0 0 1 0 1
Pcll 743 F A 3,9 | 21/04/10 0 0 0 1 2 1 1 0
Pcl2 745 F A 9,6 | 05/05/10 0 0 0 0 2 2 0 0
Pc13 746 M A 8 23/06/10 0 14 0 0 2 2 0 0
Pcl4 747 F SA 3,98 | 13/07/10 0 2 0 0 0 2 0 0
Pc15 753 F A 7 06/12/10 0 1 4 0 17 14 1 0

M= macho; F=fémea. - = amostra ndo analisada

123




Fig. 1. Identificagdo em PCR de Trypanosoma cruz (Tcl) isolado em sangue de
guaxinim (Procyon cancrivorus; Pc15) proveniente do Pantanal central e semeado em
meio de cultura NNN.
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Anexos

Anexo 1. Protocolo utilizado nas andlises sorol 6gicas de amostras de guaxinim
(Procyon cancrivorus), do Pantanal central, parainvestigacdo de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii.

Toxotest

HAI

Prova de hemaglutinagdo indireta (HAI) para a detec-
¢ao de anticorpos contra o Toxoplasma gondii

SIGNIFICADO CLINICO

Atoxoplasmose é uma doenga infecciosa geralmente benig-
na e assintomatica do homem e dos animais, cujo agente
etiolégico é o Toxoplasma gondii, parasito intracelular obriga-
tério de distribuigio mundial.

Quando a infecgdo por T. gondii € adquirida durante a gesta-
¢do, existe um alto risco de infecgdo para o feto, podendo
provocar aborto ou lesbes graves que sd0 mais severas quan-
tomais precoce for a contaminagao materna.

As determinagdes sorolégicas sdo mais convenientes e cer-
teiras para o diagnéstico da toxoplasmose, e deve ser esta-
belecido: a) a soroconversdo de negativo a positivo, b) um
aumento no titulo de anticorpos e ¢) a presencga de IgM espe-
cifica que indicaria infecgo ativa.

FUNDAMENTOS DOMETODO

Toxotest HA/ baseia-se na propriedade que tém os anticor-
pos anti-T.gondii de produziraglutinagao na presenga de gl6-
bulos vermelhos sensibilizados com antigenos citoplasmati-
cos e de membrana do parasito. O emprego de ambos tipos
de antigenos incrementa a sensibilidade do método e permite
adetecgdo precoce da infecgdo.

Tanto a presenga de anticorpos heteréfilos como a aparigdo
de IgM, caracteristicas do periodo agudo da parasitose sdo
investigados empregando-se tratamento com 2-mercap-
toetanol (2-ME) e eritrécitos ndo sensibilizados para controle
e absorgdo de heterofilia.

Os anticorpos heteréfilos se absorvem com eritrécitos ndo
sensibilizados. Nos soros de pacientes com infecgdo aguda
tratados com 2-ME, observa-se uma queda dotitulo em pelo
menos duas diluigdes comparadas com 0s mesmos Soros
sem tratar com 2-ME.

REAGENTES FORNECIDOS

Reconstituinte HAI: solugdo fisiolégicatamponadaapH 7.
Antigeno HAL: liofilizad o de glébulos vermelhos de carneiro
sensibilizados com antigenos citoplasmaticos e de superfi-
cie de T. gondii.

GR nédo sensibilizados: suspensfo a 1% de ertrécitos de
carneiro ndo sensibilizados, para controle e absorgdo de he-
terofilia.

Tampéo HAL: solugdo fisiol6gica tamponada com fosfatos a
pH 7,5 com corante inerte.

Solug 4o PROTEICA: solug4o de albumina bovina.
2-Mercaptoetanol: ampola contendo 2-mercaptoetanol (2-ME).
Controle Positivo: soro inativo contendo anticorpos contra o
Toxoplasma gondii.

Controle Negativo: soro ndo reativo, inativo.

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Solugdio fisiolgica.

INSTRUGOES DE USO

Antigeno HAI: preparar com 5,2 m| de Reconstituinte HAI
Esperaruma hora antes de usar agitando energicamente cada
20 minutos para permitir uma reidratagao correta do reagente.
Homogeneizar mediante agitagdo cada vez que for utilizar.
GR ndo sensibilizados: homogeneizar mediante agtagao
antes de usar, evitando a formagao de espuma.

Diluente de Soros HAL: adicionar 0,2 ml de Solugdo Protéi-
ca acada 10 ml de Tampéao HAI. Misturar, rotular e datar.
2-Mercaptoetanok uma vez aberta a ampola, transferiro con-
teudo ao frasco vazio fomecido, o qual devera ser fechado
imediatamente apés o uso.

2-Mercaptoetanol a 1%: com o 2-ME fomecido, prepararuma
diluigdo 1/100 com solugéo fisiold gica em quantidade sufici-
ente de acordo com o numero de cavidades que forem utiliza-
dos. Exemplo: para 96 cavidades: 25 ul de 2-ME em 2,5 m|
de solugdo fisiolégica.

Controle Positivo: pronto para uso.

Controle Negativo: pronto para uso.

PRECAUGOES

- Todas asAmostras de pacientes devem ser manipuladas como
se tratando de material potencialmente infectante. Os con-
troles encontram-se inativos. No entanto, os mesmos deve-
ram empregando como se tratando de material infectante.

- Os soros controles foram examinados para antigeno de su-
perficie B (HBsAg) e HIV encontrando-se ndo-reativos.

- Todo material utilizado no ensaio, deve serdestruido como
objetivo de inativaros agentes patolégicos. O método que é
recomendado para este procedimento é autoclavardurante
1 horaa 121<C. Os liquidos de dejeto podem ser desinfeta-
dos com hipoclorito de sédio (concentragao final 5%) du-
rante 60 minutos.

- N&o trocar reagentes de diferentes kits e lotes.

- Ndo utilizar reagentes de outras origens.

- Os reagentes s80 para uso diagnéstico "in vitro™.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE

ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragdo (2-
10°C) até a data de vencimento indicada na embalagem. N4o
congelar.

Diluente de Soros HAL: é estavel sob refrigeragdo (2-10°C) 5
dias a contar da data de sua preparagao.

GR néo sensibilizados: manter em posigdo vertical.
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(Continuagdo Anexo 1)

2-Mercaptoetanol a 1%: usar logo apés preparado.
Antigeno HAI: uma vez reconstituido, é estavel durante 4
meses conservado sob refrigeragao (2-10°C). Nao congelar.

car nas cavidades da coluna 1. Utilizar-se-30 tantas fi-
leiras horizontais quantos forem os soros ou controles

aserem processados.
Manter em posiclio vertical 3) Realizar diluicdes a partir da coluna 1 (diluig8o 172),
passando os microdiluidores a coluna 2 (diluigdo 1/4) e
m.rgg INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO DOS assim sucessivamente até a coluna 6 (diluigao 1/64).
Quando o Controle Negativo e todas as diluigdes de soros Se forem processados mais de 8 soros, utiiizar as colu-

sdo reativos, pode ser indicio de autoaglutinagao doAntigeno nas 7 a 12, realizando asdiluigdes da maneira descrita

! . . . tenormente.
HAI. Conferir destinando uma cavidade da microplaca para an -
misturar Antigeno HAI e Diluente de Soros HAI, sem a amos- 4) Colocarnes colunes 16 2(dlkuicbes 120 14) uma

! : inaca gota (25 ul) de GR ndo sensibilizados, para controle de
:La(.’eS::i:xn::oa.stm ”e;:? va agiuti ) OTeAgenie asia- heterofilia. Fazer o mesmo nas colunas 7 e 8 no caso

. . - de sejam utilizadas.
A auséncia de reatividade em todas as diluigbes de soros e )
Controle Positivo, pode ser indicio de deterioragao dos reagen- 2%};&"@“‘"""’“- adicionar uma gota (25 ul)
tes. Processar uma amostra com positividade conhecida. 6) Agitar a microplaca, golpeando com 0s onas
AMOSTRA paredes laterais durante 30 segundos no minimo.
Soro 7) Deixar em repouso, ao abrigo de vibragdes, durante
90 minutos.

a) Coleta: o paciente devera estar preferencialmente em je-
jum. Obter soro da maneira usual. Ndo utilizar plasma.
b) Aditivos: ndo sdo necessarios. Ndo agregarconservantes.

8) A partir dos 90 minutos, ler.
Pode-se aumentar a nitidez da apreciagdo, lendo-se so-

bt torf - hemdlis P bre um espelho, iluminando a placa desde cima e inter-
:)a?\ia (mmm:)‘g c':l.:: d:resulado:gunm pondo um papelbranco e translicido entre a micropla-
d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: 0 $ofo cae afontede hz.
deve serpreferencialmente fresco. Caso de ndo se processar II- TITULAGAO COM 2-ME
no momento, pode ser conservado a 2-10°C durante ndo mais 1) Pipetar uma gota de soro ou controles em cada uma
de 72-96 horas, contadas a partir do momento da extragdo. das cavidades da coluna 1 (e 7, se necessario), utili-
Para periodos mais prolongados de conservagao, congelar a - zando conta-gotas com misturador descartaveis (um
20-C evitando congelamentos e descongelamentos repetidos. para cada soro) em posi¢do vertical.
Os soros envelhecidos endem a se gelfficar ao contato com 2- 2)Adicionar 1 gota (25 ul)de 2-Mercaptoetanol a 1% as
ME, provocando resultados falso-positivos. mesmas cavidades, utilizando um conta-gotas com
misturador descartavel,

MATERIAL NECESSARIO 3) Selaras cavidades com fita adesiva e agitar a micro-
1-Fornecido placa, golpeando com os dedos as paredes laterais.
- 1frasco vazio (para transferir 0 2-ME da ampola) 4) Incubar 30-60 minutos a 37°C ou 90 minutos em tem-
- 5microplacas com 96 cavidades de fundoem U (8 fileirase peratura ambiente.

12 colunas) 5) Retirar a fita adesiva, passar um pano Umido pela
- conta-gotas com misturador descartéaveis base da microplaca e, com micro conta-gotas de 25 ul,
2-Nio fornecido colocar uma gota de Diluente de Soro HAI nas cavida-
- microdiluidores (25 ul) des restantes das fileiras utizada;. )
- micro conta-gotas (25 ul) 6) Realizar os passos 3 a 8descritos na Titulagdo .
- tubos de ensaio e material volumétrico adequado 111-TECNICASALTERNATIVAS
- fita adesiva Quando se estudam soros altamente reativos ou no caso

de populagdo com uma elevada prevaléncia de toxo-

plasmose onde habitualmente encontram-se titulos su-
msﬂoa?::xﬂa oplaca com cav oom uthizar periores a 1/32 podem ser utilizad as algumas das se-
L . guintestécnicas alternativas:
de fundo em U. Passar um pano Gmido na base da micro-
placa antes de usar, coloca-la na posigdo adequada aci- Técnica alternativa 1:
ma do pano e realizar o ensaio mantendo esta posigao. Continuar com as diluigdes até a coluna 12, inclusive
Vide LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO. com o que se obtém a diluigdo final de 1/4.096.
I-TITULAGAO SEM 2-ME Técnica alternativa 2:
1) Com o micro conta-gotas de 25 ul, colocar uma gota Colocar em um tubo “ad hoc" 50 ul de soro e 350 ul de
de Diluente de Soros HAl em todas as cavidades da Diluente de Soros (diluigdo 1/8). Tomar 25 uldesta dilui-
microplaca. ¢doe coloca-ana coluna 1da microplaca. Prosseguir
2) Tomar uma aliquota de cada soro e ensaiar com conforme se descreve em |, até a coluna 6. Deste modo
microdiluidores de 25 ul (um para cada amostra) e colo- obtém-se uma diluicdo finalde 1/512.
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(Continuacéo Anexo 1)

v ABSORCAC SOBRE GLOBULOS VERMELHOS

NAC-SENS IBILIZADOS

Em soros que apresentam heterofilia, os anticorpos he-
terdfiles podem absorver-se sobre GR ndo-sensibilza-
dos da seguinte forma: em um tuboe de hemdlise com
tampa, colocar 50 ul de GR néo sensibilizados forneci-
dos 4+ 50 ul do sore em ensaic. Deixar a suspensio
durante 30 minutos a 37°C agitando ocasionalmente. A
seguir centrifugar a 2. 000 r.p.m. durante 5minutes. To-
mar 50 ul do sobrenadante e utilizar como diluigio 1/2,
colocando-a na primeira coluna, Se utiliza-se emtitula-
¢80 com 2-ME, esta coluna corresponde a diluicao 1/4,

INTERPRETACAD DOS RESULTADOS

Titulagdio sem 2-ME

Ttulos = 16 significam maior probabilidade de infecgdo toxo-
plasmatica, A fim de determinar uma infecedo primana recen-
te, devem processar-se 2 amostras tomadas com intervalo de
2-3 semanas. Um aumento de titulo maior de 2 diluigdes entra
a 1% e a 2* amostras indicam infecgio recentermente adquinda,

Titulagdio com 2-ME

O surgimento de titules baixos na titulagdo sem 2-ME e a
reatividade com glébulos vermelhos ndo-sensibilizados que
desaparece ao se efetuar a titulagSo com 2-ME e/ou absor-
giocom GR ndo-sensibilizados, seriam indicativos da exis-
téncia de heterofilia. Por outro lado, titulos elevados sem o
empregoe de 2-ME que diminuem consid eravelmente ac se
utilizar o 2-ME indicariam a presenga de IgM, camacteristica
de infecgdo aguda. Os controles de heterofilia neste caso
devem fornecer reagio negativa no soro sem tratamento ou
através de absomgdo com GR ndo-sensibilizados.

IMAGEN NEGATIVA
IMAGEN POSITIVA
| [ I
] (2)

{1)Manto.
(2)Ponto final (50%).

N&o Reativo: prese nga de um sedimento em forma de botdo
ou pequenc anelde bordas regulares,

Reativo: formagio de uma pelicula ou manto que cobre am
50% ou mais o fundo das cavidades.

VALORES DE REFERENCIA

Dentro das técnicas imunclégicas, a HAl & considerada um
método confiavel para a deferminagdo de anticorpos especffi-
cos. Mo entanto, seus resultados, assim como os de qual-
quer métedo soroldgico, apenas constituem um dade awxiliar
para o diagnéstico.

Por esta razfo, os informes devem ser considerados em ter-
mosde probabilidade, Neste caso, maiorou menor probabili-
dade de parasitose por T. gondii,

Consideram-se presumivelmente parasitados aqueles indivi-
duos cujos soros s8o reativos em diluigbes maiores ou iguais
a1Me.

Ha que se obsernvarque a concentragio de anticorpos no son
varia em distintas populagdes, razio pela qual é possivelen-
contrar soros reativos corres pondentes a individucs ndo para-
sitados, poresta razo é necessario determinar os valones de
referéncia da populago em estudo,

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Wide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

Outras causas de esultados emdnecs sfo:

- Falta de acendicionamento prévio da microplaca, Paraeli
minar a carga eletrostatica & necessario passar um pano
Omido na base (vide PROCEDIMENTO).

- Falta de homogeneizagio dos reagentes antes de seu uso.

- Deficiéncias de migtura.

- Vibragles acidentais durante o repouso necessano pam o
desemnvolimento da reag 8o,

-Soms envelhecidos ou congelados e descongelados repeti-
damente.

- Contaminagdes acidentais dos reagentes ou do material
empregado ne ensaio,

- Microplacas trincadas por uso repetide. Ndo se aconselha
reutilizar as cavidades.

= Diluente de Soros HAI conservado por mais que Sdias.

- Excesso ou fata do Diluente de Soros HAI nas cavidades
dasmicroplacas.

- Néo mespeittaros tempos e temperaturas de incubagéo no
tratamento com 2-ME a 1%.

- 2-Mercaptoetanol a 1% néo preparado no momento. Deve
=@ ter em conta que neste tipo de infecgéo, as titulaghes
isoladas fomecem infermacio escassa, pelo que se prefere
efetuardeteminagies seriadas a cada 15-20 dias que per-
mitem observaras varagbes nos titulos. Para este procedi-
mento & conveniente conservar congeladas aliquotas das
amostras de dias distintos e processa-las simultaneamen-
te com 0s Mesmos reagentes & com o Mesmo operador,

Recordar que cada componente do Toxotest HAI forma um

kit complete que deve ser considerad o como unidade. Por

este motive, ndo se devem intercambiar o componentes de
kits distintos.

APRESENTAGAD
Kit para 80 testes (Cad. 1743201).
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