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RESUMO

MACHADO, M. O. Anailise molecular de agentes etioldgicos potencialmente
zoondticos em tamanduas-bandeira e tamanduas-mirins no estado de Siao Paulo.
Botucatu, 2025. 80 p. Dissertacdo (Mestrado em Animais Selvagens) Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
(FMVZ — UNESP).

As zoonoses representam 75% das doengas emergentes e reemergentes em humanos,
destacando a relevancia dos mamiferos silvestres como potenciais reservatorios de
agentes infecciosos. Entre eles, os tamanduds-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e
tamanduds-mirins (Tamandua tetradactyla) possuem habitos que favorecem o contato
com vetores e patogenos de importancia em saiude publica. Este estudo teve como
objetivo investigar a presenca de agentes etioldgicos potencialmente zoondticos em
individuos provenientes do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens
(CEMPAS) e do Servigo de Diagndstico de Zoonoses (SDZ), ambos localizados em
Botucatu (SP). Foram analisadas amostras sanguineas submetidas a triagem molecular
para detecgdo de protozoarios das familias Trypanosomatidae e Babesiidae, € amostras
de sangue e fezes para pesquisa de bactérias do género Chlamydia. O DNA total foi
extraido e amplificado por PCR convencional e nested PCR, empregando primers
especificos para os genes 18S rRNA e ompA. Os produtos amplificados foram
purificados, sequenciados e comparados por analises BLASTn e inferéncias filogenéticas
bayesianas. Dos 26 tamanduas avaliados, 42,3% foram positivos para Trypanosoma cruzi,
confirmados por sequenciamento, enquanto ndo houve detec¢do de Babesia spp. ou
Chlamydia spp.. A elevada taxa de infec¢do por 7. cruzi reforga o papel desses xenartros
como hospedeiros silvestres relevantes para a sinalizagdo de zoonoses em areas de
interface entre ambientes naturais e antropicos. Os resultados obtidos evidenciam a
importancia dos tamanduds como espécies sentinelas na vigilancia de patdgenos
zoonoticos e ressaltam a necessidade de ampliar estudos que integrem satde da fauna e
saude publica sob a perspectiva One Health.

Palavras-chave: Tamanduds, Patégenos Zoonoéticos, Andlises Moleculares, Anélises

filogenéticas, Saude Unica.



ABSTRACT
MACHADO, M. O.Molecular Analysis of Potentially Zoonotic Etiological Agents in
Giant Anteaters and Lesser Anteaters in the State of Sao Paulo. Botucatu, 2022. 80
p. Dissertation (Master in Wild Animals), Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science, Botucatu Campus, Paulista State University (FMVZ — UNESP).

Zoonoses account for approximately 75% of emerging and reemerging human diseases,
underscoring the importance of wild mammals as potential reservoirs of infectious agents.
Among them, giant anteaters (Myrmecophaga tridactyla) and southern tamanduas
(Tamandua tetradactyla) exhibit ecological and behavioral traits that favor exposure to
zoonotic pathogens. This study aimed to investigate the occurrence of potentially zoonotic
etiological agents in individuals from the Center for Wildlife Medicine and Research
(CEMPAS) and the Zoonoses Diagnostic Service (SDZ), both located in Botucatu, Sao
Paulo State, Brazil. Blood samples were analyzed for protozoa of the Trypanosomatidae
and Babesiidae families, and blood and fecal samples were screened for bacteria of the
genus Chlamydia. Total DNA was extracted and subjected to conventional and nested
PCR using primers targeting the 18S rRNA and ompA genes. Amplified fragments were
purified, sequenced, and compared using BLASTn and Bayesian phylogenetic inference.
Of the 26 anteaters evaluated, 42.3% tested positive for Trypanosoma cruzi, confirmed
by sequencing, while no amplification was obtained for Babesia spp. or Chlamydia spp..
The high infection rate by 7. cruzi supports the role of xenarthrans as relevant wild hosts
in the maintenance of zoonotic cycles at the wildlife-human interface. These findings
highlight the importance of anteaters as sentinel species for zoonotic surveillance and
reinforce the need for integrated studies that link wildlife health and public health within
the One Health framework.

Key-words: Anteaters; Zoonotic pathogens; Molecular analyses; Phylogenetic analyses;
One Health.
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IMPACTO CIENTIFICO DO PRODUTO GERADO

A presente dissertacdo gerou conhecimento cientifico inédito e relevante sobre a
ocorréncia de agentes potencialmente zoonéticos em tamanduds-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) e tamanduas-mirins (Tamandua tetradactyla) provenientes
do estado de Sao Paulo. A detec¢do de T.cruzi em 42,3% dos individuos avaliados,
confirmada por sequenciamento e analises filogenéticas, amplia significativamente a
compreensdo sobre o papel dessas espécies como reservatdrios silvestres na manutencao
do ciclo do parasita e papel importante como fonte de alimentos para triatomineos e pela
possivel ingestdo dos mesmos, por meio de seus hdbitos mirmecofagos. O impacto
cientifico deste achado ¢é expressivo, pois contribui para preencher uma lacuna de
conhecimento sobre a epidemiologia da tripanossomiase americana em xenartros, grupo

historicamente pouco investigado, mas ecologicamente essencial.

Do ponto de vista cientifico, o trabalho reforca a importancia do conceito de One
Health, demonstrando a interconexdo entre saude ambiental, animal e humana. A
comprovagao de que tamanduds podem atuar como hospedeiros relevantes de 7. cruzi
contribui para a compreensdo dos mecanismos de transmissdo em areas antropizadas,
evidenciando o risco de interface entre ambientes silvestres, periurbanos e domésticos.
Além disso, a utilizacdo de técnicas moleculares sensiveis e andlises filogenéticas
robustas fornece dados confidveis que poderdo servir de base para estudos futuros em
ecologia parasitaria, genética de populagdes de protozoarios e conservagdo da fauna

silvestre.

No ambito social, os resultados possuem implicagdes diretas para a satide publica.
A doenga de Chagas permanece como uma das principais zoonoses negligenciadas da
América Latina, com impacto significativo sobre populagdes vulneraveis. A
demonstragdo da circulagdo do parasita em espécies como os tamanduds favorece a
conscientizacdo da sociedade sobre a necessidade de preservar a biodiversidade e, ao
mesmo tempo, adotar estratégias eficazes de prevengdo. Além disso, o estudo alerta para
o risco de aproximagao crescente entre humanos, animais domésticos e vida silvestre em
paisagens alteradas pela urbanizacdo e mudancas no uso do solo, incentivando o
desenvolvimento de politicas publicas que integrem vigilancia epidemioldgica e

conservagao ambiental.
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Do ponto de vista tecnologico, o trabalho aplicou e validou metodologias de
biologia molecular, como PCR convencional, Nested PCR e sequenciamento génico,
empregando o marcador 18S rRNA para detecgdo e caracterizagao de tripanossomatideos.
Essa padronizagdo metodoldgica pode ser aplicada em outros estudos de monitoramento
de fauna, incluindo programas de resgate de animais, centros de reabilitacdo e
diagnosticos em campo. A replicabilidade das técnicas empregadas confere ao produto
um carater de inovagao aplicada, ttil ndo apenas em contextos académicos, mas também

em servicos de vigilancia epidemioldgica e em projetos de sade ambiental.

Outro impacto tecnologico reside na geracao de sequéncias depositadas em bases
publicas, o que amplia a disponibilidade de dados para analises comparativas globais ¢
auxilia na vigilancia molecular de parasitas de relevancia médica e veterinaria. Ao
consolidar a presenga de 7. cruzi em tamanduds do estado de Sao Paulo, o trabalho
também fornece subsidios para o aprimoramento de ferramentas diagnosticas e de

estratégias de monitoramento em diferentes escalas geograficas.

Em sintese, o produto desta dissertacdo contribui de maneira robusta para o avango
da ciéncia, fortalece a integracao entre saide animal, humana e ambiental, gera insumos
relevantes para politicas publicas de vigilancia e conservagdo, e valida metodologias
laboratoriais aplicdveis em diferentes contextos. Assim, o impacto cientifico, social e
tecnoldgico transcende os limites académicos, inserindo-se no esfor¢o coletivo de
compreender e mitigar os riscos associados as zoonoses, em consonancia com a

perspectiva integradora da One Health.
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CAPITULO I

1. CONSIDERACOES INICIAIS

Uma caracteristica presente em 75% das doencgas emergentes e reemergentes do
ultimo século € o carater zoonotico (Zanella, 2016), que por definicdo compreende-se por
doengas ou infec¢des naturalmente transmissiveis entre animais vertebrados e humanos
(Asokan, 2015). O fenomeno de spill-over representa um fator determinante nesse
processo, ocorrendo quando patdgenos presentes em hospedeiros animais transpassam
dentro de um intervalo espacial e temporal um conjunto de barreiras ecologicas,
epidemioldgicas, bioldgicas, imunoldgicas e comportamentais que condicionam um risco
de transbordamento zoonotico (Plowright ef al., 2017).

Os desequilibrios promovidos por agdes humanas sobre o meio ambiente
interferem diretamente em ciclos de microrganismos naturalmente estabelecidos por meio
de mudancas na distribuicao dos vetores e pela maior interagdo de animais silvestres,
domésticos e humanos (Calchi et al., 2023). Essas condicionantes negligenciadas sdo
diretamente responsaveis pelo aumento na probabilidade de transmissdo de patogenos
entre animais silvestres e pessoas (Priyadarsini; Suresh; Huisingh, 2020).

O tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e o tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) assim como outros mamiferos selvagens possuem uma
variedade de interagdes com patdgenos zoondticos parasitarios e bacterianos (Sousa et
al., 2020; Pessanha et al. 2023). Os xenartros, grupo taxondmico a qual essas espécies
pertencem, possuem uma longa histéria coevolutiva com tripanossomatideos (Roque;
Jansen 2014). Estudos demonstram que esses protozodrios podem infectar naturalmente
tamanduds e ndo causar manifestagdes clinicas severas, demonstrando ser espécies
importantes na compreensao das interagdes patdgeno-hospedeiro (De Aratjo ef al.,2013;
Richini-Pereira et al.,2014; Herrera et al.,2022). Um marcador molecular frequentemente
utilizado para detecgdes sensiveis e comparacao filogenética entre espécies de
protozodarios, incluindo tripanossomatideos, ¢ o gene 18S rRNA, devido a sua
conservagdo entre taxons, combinada com regides suficientemente varidveis que

permitem distinguir linhagens proximas (Dario et al., 2017; Ortowska et al., 2025).
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Embora andlises moleculares recentes tenham detectado piroplasmideos em
tamanduas (Fava et al., 2022; Calchi et al., 2023) e a presenca de carrapatos ixodideos
(Amblyomma nodosum, A.calcaratum, A.pseudoconcolor € Rhipicephalus sanguineus
sensu lato) (Mufioz-Garcia et al., 2019) responsdveis por transmitirem diferentes
patdgenos, até¢ 0 momento ndo existem relatos de infecgdes causadas por protozodrios do
género Babesia spp. nessas espécies. No mesmo sentido que até o0 momento, 0s poucos
estudos voltados a investigagdo de bactérias do género Chlamydia spp. em tamanduas nao
obtiveram resultados positivos em relagdo a presenca do patogeno (Miranda et al.,2015;
Tessari et al., 2022). Apesar da auséncia de registros desses agentes infecciosos nesses
animais, as implica¢des clinicas resultantes desses microrganismos sdo relevantes em
diferentes mamiferos silvestres e domésticos, nativos e exdticos, com agravantes clinicos
que impactam diretamente a conservacao e a producdo animal em escala nacional e global
(Silva; Freitas; Miiller, 2006; Bosman et al., 2010; Schnittger et al.,2012; Burnard;
Polkinghorne, 2016; Turin et al.,2022; Calchi et al., 2024).

Levando-se em conta a concep¢do de Satide Unica (One Health) que busca
compreender e discutir relagdes intrinsecas entre saide ambiental, animal ¢ humana
(Cunningham; Daszak; Wood, 2017), compreender as interacoes de mamiferos silvestres,
como os tamanduds, com patdogenos zoondticos € fundalmental tanto para subsidiar
estratégias de conservacdo de espécies quanto para orientar medidas de vigilancia e

prevencdo em saude publica.
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