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RESUMO 

 

Os protozoários da família Trypanosomatidae, incluindo espécies dos gêneros Trypanosoma e 

Leishmania, possuem relevância médica, veterinária e econômica, participando de ciclos 

zoonóticos complexos que envolvem animais domésticos, fauna silvestre, vetores e seres 

humanos. Nesse contexto, enfermidades como a doença de Chagas, causada por Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi), a leishmaniose visceral, causada por Leishmania infantum (L. infantum), e as 

tripanossomíases de importância veterinária provocadas por Trypanosoma vivax (T. vivax) e 

Trypanosoma evansi (T. evansi) representam desafios para a vigilância epidemiológica sob a 

perspectiva da Saúde Única. O presente estudo avaliou a ocorrência de T. cruzi, T. vivax, T. 

evansi e L. infantum em 136 vacas leiteiras provenientes de assentamentos rurais da região 

Noroeste do Estado de São Paulo. Amostras sanguíneas foram submetidas à hemocultura e à 

reação em cadeia da polimerase convencional (cPCR). Não foram detectadas amostras positivas 

para T. vivax, T. evansi e L. infantum. Para T. cruzi, foi observada uma amostra positiva (1/136; 

0,74%), com amplificação compatível com o fragmento esperado pelos primers 121/122, 

proveniente de uma vaca leiteira do Assentamento Rio Paraná, município de Castilho (SP). 

Todas as hemoculturas apresentaram resultado negativo. A frequência observada para T. cruzi 

foi de 0,74%, enquanto para os demais agentes investigados a prevalência estimada foi inferior 

a 2,2% (IC 95%), sugerindo baixa ocorrência detectável na população estudada. Entretanto, a 

ausência de detecção não exclui a circulação desses patógenos na região, considerando a 

possibilidade de infecções subclínicas, a parasitemia intermitente e o tropismo tecidual 

característico de alguns tripanossomatídeos. Os resultados reforçam a importância da vigilância 

epidemiológica contínua em assentamentos rurais, ambientes caracterizados pela interação 

entre bovinos, cães, seres humanos, fauna silvestre e vetores. Sob a perspectiva da Saúde Única, 

o estudo contribui para o monitoramento sanitário regional e para o aprimoramento de 

estratégias de prevenção e controle de zoonoses e tripanossomíases de importância veterinária. 

 

Palavras-chave: Tripanosomatídeos, ruminantes, vigilância epidemiológica, diagnóstico, 

Brasil, zoonoses.  



ABSTRACT 

 

Protozoa of the family Trypanosomatidae, including species of the genera Trypanosoma and 

Leishmania, are of medical, veterinary, and economic importance, participating in complex 

zoonotic cycles involving domestic animals, wildlife, vectors, and humans. In this context, 

diseases such as Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), visceral 

leishmaniasis, caused by Leishmania infantum (L. infantum), and trypanosomiases of veterinary 

importance caused by Trypanosoma vivax (T. vivax) and Trypanosoma evansi (T. evansi) 

represent challenges for epidemiological surveillance from a One Health perspective. The 

present study evaluated the occurrence of  T. cruzi, T. vivax, T. evansi, and L. infantum in 136 

dairy cows from rural settlements in the northwestern region of São Paulo State, Brazil. Blood 

samples were subjected to hemoculture and conventional polymerase chain reaction (cPCR). 

No positive samples were detected for T. vivax, T. evansi, or L. infantum. For T. cruzi, one 

positive sample (1/136; 0.74%) was detected, showing amplification compatible with the 

expected fragment generated by primers 121/122, from a dairy cow originating from the Rio 

Paraná Settlement, municipality of Castilho, São Paulo State. All hemocultures yielded negative 

results. The observed frequency of T. cruzi was 0.74%, whereas for the other investigated agents 

the estimated prevalence was below 2.2% (95% CI), suggesting a low detectable occurrence in 

the studied population. However, the absence of detection does not exclude the circulation of 

these pathogens in the region, considering the possibility of subclinical infections, intermittent 

parasitemia, and the tissue tropism characteristic of some trypanosomatids. These findings 

reinforce the importance of continuous epidemiological surveillance in rural settlements, 

environments characterized by interactions among cattle, dogs, humans, wildlife, and vectors. 

From a One Health perspective, this study contributes to regional health monitoring and to the 

improvement of prevention and control strategies for zoonoses and trypanosomiases of 

veterinary importance. 

 

Keywords: Trypanosomatids; ruminants; epidemiological surveillance; diagnosis; Brazil; 

zoonoses. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A frequência e a escala das doenças infecciosas emergentes com potencial pandêmico 

aumentaram nas últimas duas décadas, representando uma ameaça crescente para a saúde 

pública mundial, como ficou claro com a COVID-19 (BAMBRA et al., 2022). Além disso, as 

doenças reemergentes indicam uma mudança no comportamento epidemiológico de doenças 

conhecidas, que haviam sido contidas, mas que voltaram a ameaçar a saúde humana (WHO, 

2017; WHO, 2022). 

Mudanças climáticas, desmatamentos, globalização e acordos comerciais, juntamente 

com a seleção genética em conexão com parâmetros ambientais, vetores, reservatórios e 

hospedeiros suscetíveis, têm levado ao surgimento de tripanossomíases humanas atípicas. O 

registro insuficiente dessas doenças tropicais, aliado à baixa conscientização entre profissionais 

de saúde e a comunidade agrícola, como os produtores rurais, que se encontram em contato 

diário com diferentes espécies animais, como os animais de produção, tornou-se uma séria 

ameaça para a humanidade. Relatos de infecção por diferentes espécies de tripanosomas em 

diferentes espécies animais, como Trypanosoma cruzi (T. cruzi), Trypanosoma evansi (T. 

evansi) e Trypanosoma vivax (T. vivax), estão aumentando gradualmente em humanos, e a falta 

de literatura compilada tem obscurecido a questão, principalmente em relação a T. evansi e T. 

vivax, causadores de tripanossomíases humanas atípicas (Desquesnes et al.,2013; Kumar et al., 

2022). 

Outros tripanosomatídeos de interesse em saúde pública, como parasitas do gênero 

Leishmania, apresentam uma diversidade de hospedeiros. A leishmaniose visceral (LV), 

causada por Leishmania donovani na Ásia e na África e por Leishmania infantum (L. infantum) 

na Bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio, Ásia Central, América do Sul e América Central, é 

uma doença potencialmente fatal que afeta ≈200.000–400.000 pessoas anualmente e possui 

uma mortalidade próxima de 10% (Burza et al., 2018),  

A LV acomete um número crescente de hospedeiros mamíferos, incluindo humanos 

infectados e diversas espécies animais, principalmente cães domésticos, além de uma ampla 

variedade de hospedeiros animais, como animais silvestres e de produção, incluindo bovinos 

(Paixão-Marques et al., 2019). 

A ordem Kinetoplastida inclui protozoários flagelados com cinetoplasto, uma estrutura 

contendo DNA extracelular condensado. Entre suas diversas famílias, destaca-se a 

Trypanosomatidae, que inclui dezenas de espécies de protozoários de interesse médico, 

veterinário e agrícola. Esses protozoários infectam todos os vertebrados e possuem diversos 
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invertebrados como vetores. Mais de 900 espécies de vertebrados e 500 de invertebrados 

participam do ciclo (Podlipaev, 2001). 

 

1.1 Gênero Trypanosoma 

 

O gênero Trypanosoma inclui várias espécies que causam tripanossomíases, afetando a 

saúde humana e animal. A espécie T. cruzi, causadora da doença de Chagas, afeta humanos, 

animais domésticos, silvestres e de produção (Roque et al., 2014). Em animais domésticos e de 

produção, as principais espécies causadoras de tripanossomíases são T. cruzi, T. evansi, T. vivax, 

Trypanosoma theileri (T. theileri) e Trypanosoma equiperdum (T. equiperdum). Na América do 

Sul, T. cruzi, T. evansi e T. vivax são as espécies de maior importância econômica e médica 

(Linhares et al., 2006). As tripanossomíases em animais de produção resultam em prejuízos 

econômicos significativos, incluindo mortalidade, perda de animais de tração e diminuição na 

produção de carne e leite, o que impacta indiretamente a saúde humana (Zetun et al., 2014).  

 

1.1.1 Trypanosoma cruzi  e Doença de Chagas 

 

O agente etiológico da tripanossomíase americana, ou doença de Chagas, é T. cruzi, 

transmitido por insetos triatomíneos, conhecidos como “barbeiros”. No mundo, 

aproximadamente 120 milhões de pessoas estão em risco de contrair esta zoonose, com 6 a 8 

milhões de indivíduos infectados com T.cruzi na América Latina e Caribe. No Brasil, a doença 

de Chagas permanece um importante problema de saúde pública. Essa enfermidade pode variar 

de assintomática a formas graves como a cardiomiopatia, forma clínica esta que tem aumentado 

devido a crescente imigração e globalização, e a qual representa a manifestação clínica mais 

séria, devido a complicações, como insuficiência cardíaca congestiva (Jimenez; Winokur, 

2023). Globalmente, cerca de 30.000 pessoas são infectadas anualmente e 10.000 morrem a 

cada ano devido a doença (OPAS, 2023). 

T. cruzi é um protozoário transmitido por insetos hematófagos da subfamília 

Triatominae, principalmente na América Latina. O parasita é ingerido pelo inseto ao se 

alimentar de sangue infectado, passa por mudanças em seu trato digestivo e é excretado nas 

fezes e urina do vetor. A infecção no hospedeiro mamífero ocorre quando as formas infectantes 

do parasita entram no corpo por lesões na pele ou mucosas. A transmissão também pode ocorrer 

de forma vertical ou oral, ao ingerir alimentos contaminados. Dentro do hospedeiro, o parasita 

se multiplica em várias células e pode se espalhar pela corrente sanguínea, infectando outras 
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células nucleadas. (Duran-Rehbein et al., 2014). Mesmo um pequeno número de 

tripomastigotas metacíclicos é suficiente para penetrar a pele de camundongos após a deposição 

de fezes na ferida perfurante das peças bucais (Waldeck & Schaub, 2022). 

 

1.1.2 Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi 

 

Bovinos também podem contrair infecções por T. vivax e T. evansi transmitidos 

mecanicamente por moscas hematófogas dos gêneros Stomoxys e Tabanus e espécie 

Haematobia irritans, conhecida como “Mosca do Chifre”  (Cadioli et al., 2012; Desquesnes et 

al., 2013). O uso impróprio de agulhas compartilhadas entre os animais, especialmente para 

administração de ocitocina externa e na vacinação, prática muito adotada para aumentar a 

produção de leite em vacas lactantes, é outra via de transmissão desses protozoários (Araújo et 

al., 2012; Reis et al., 2019).  

Embora sejam tradicionalmente considerados agentes de importância veterinária, T. 

vivax e T. evansi apresentam relevância dentro da abordagem de Saúde Única, uma vez que 

afetam a produtividade animal, comprometem a segurança alimentar e podem ser disseminados 

pela movimentação de animais entre propriedades e regiões, favorecendo a emergência de 

surtos em áreas anteriormente consideradas livres desses parasitos (Desquesnes et al., 2013; 

Kumar et al., 2022). 

A tripanossomíase desempenha um papel importante como causa de anemia aguda, 

perda de peso, diminuição na produção de leite e outros sinais clínicos que podem levar à morte 

de bovinos em algumas regiões do Brasil (Silva et al., 2013). A tripanosomose clínica, 

geralmente devido à hemólise pela oxidação dos eritrócitos, causa anemia. A tripanossomose 

subclínica é responsável pela redução na produção de leite em vacas leiteiras recém-infectadas 

(Kamyingkird et al., 2020). Além dos efeitos clínicos, infecções por T. vivax e T. evansi podem 

resultar em redução da fertilidade, aumento do intervalo entre partos, diminuição da produção 

de leite, perda de peso, gastos com tratamentos e mortalidade, gerando impactos significativos 

para a cadeia produtiva bovina (Desquesnes et al., 2013; Kamyingkird et al., 2020). 

Na última década, T. vivax induziu surtos caracterizados por severas desordens 

hematológicas e neurológicas, resultando em alta mortalidade de bovinos e problemas crônicos 

para os animais que sobrevivem à fase aguda da doença (Pérez et al., 2020). É encontrado em 

suas formas tripomastigota em hospedeiros vertebrados (Monteiro, 2014). Infecções por T. 

vivax são endêmicas em diversas regiões do Brasil. O primeiro surto de tripanossomose no 

Brasil ocorreu no estado do Pará em 1972 (Shaw; Lainson, 1972). Do início do século 21 até 
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2017, ocorrências foram reportadas em muitos outros estados do país: Paraíba, Minas Gerais, 

Maranhão, São Paulo, Pernambuco, Goiás, Sergipe, Piauí, Rio de Janeiro e Rio Grande do 

Norte, dentre outros (Batista et al., 2008; Bastos et al., 2017; Cadioli et al., 2012; Carvalho et 

al., 2008; Costa et al., 2018; Lopes et al., 2018; Melo et al., 2011; Pimentel et al., 2012; Vieira 

et al., 2017). 

Existe uma grande correspondência entre perfis de variação antigênica entre cepas 

provenientes da Uganda e Brasil; sugere-se que T. vivax procedente do Brasil seja originário do 

leste africano (Pereira et al., 2020), o que é reforçado por Bastos et al (2017) e demonstra que 

a compra e venda de animais infectados e, por vezes, assintomáticos, podem causar a dispersão 

do parasita para regiões não endêmicas e até a outros continentes. 

Os bovinos figuram entre os principais hospedeiros de T. vivax e podem atuar como 

importantes fontes de infecção em áreas endêmicas, especialmente quando permanecem 

assintomáticos por longos períodos. Além disso, a elevada movimentação desses animais entre 

propriedades favorece a dispersão dos parasitos e dificulta sua detecção precoce, tornando os 

rebanhos bovinos alvos estratégicos para programas de vigilância epidemiológica (Bastos et 

al., 2017; Kamyingkird et al., 2020). 

Reconhecido no Brasil desde 1894, T. evansi apresenta ampla variedade de hospedeiros 

mamíferos e uma das maiores distribuições geográficas entre os tripanossomas patogênicos, 

ocorrendo em regiões tropicais e subtropicais de diferentes continentes (Moreira et al., 2023; 

Radwanska et al., 2018).   

A infecção, conhecida como "mal de cadeiras ou surra", geralmente apresenta sintomas 

leves em bovinos, mas ocasionalmente pode manifestar sintomas nervosos, como andar em 

círculos, excitação, pulos, comportamento agressivo, recumbência, convulsões e, por fim, 

morte (Desquesnes et al., 2013). O parasito é encontrado em países tropicais e subtropicais, 

abrangendo toda a América Central, do Sul, África do Norte e Meio Oeste (Radwanska et al., 

2018). 

 

1.2 Gênero Leishmania 

 1.2.1 Leishmania infantum e leishmaniose visceral 

 

As leishmanioses são zoonoses causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

transmitidos por insetos dípteros da família Psychodidae, subfamília Phlebotominae. As 

espécies vetoras de maior importância epidemiológica no Brasil são do gênero Lutzomyia. A 

forma zoonótica, causada por L. infantum, ocorre na bacia do Mediterrâneo, China, Oriente 
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Médio e América do Sul, com os cães como principais reservatórios. A forma antrópica, causada 

por Leishmania donovani, é prevalente no leste da África, Bangladesh, Índia e Nepal. Estima-

se que ocorram 500.000 novos casos globalmente a cada ano, com mais de 70% da carga 

concentrada no subcontinente indiano e no leste da África (Serafim et al., 2019; Van Griensven; 

Diro, 2012). A doença pode se manifestar nas formas cutânea, mucocutânea ou visceral (Vries 

et al., 2022).  

No Brasil, os reservatórios de Leishmaniose Visceral (LV) ainda não estão 

completamente definidos. Diversos animais silvestres, como as raposas Lycalopex vetulus e 

Cerdocyon thous, têm sido encontrados naturalmente infectados pela L. infantum. No entanto, 

o principal reservatório da LV no país é o cão doméstico (Canis familiaris), que é um alvo 

crucial nas estratégias de controle da doença devido ao seu maior parasitismo cutâneo e à sua 

presença em quase todos os focos de leishmaniose visceral humana no Brasil. Além dos cães, 

outros animais domésticos, como equinos e bovinos, podem atrair flebotomíneos e manter o 

parasito em seus organismos, contribuindo para a persistência do ciclo do protozoário (Maia et 

al., 2023). 

Em diversos estudos a variedade de animais como fonte alimentar para Lutzomyia 

longipalpis, incluindo ruminantes e eqüídeos, e a positividade em testes parasitológicos para 

LV, sugere o potencial destes animais como reservatórios para esta zoonose. Estudos realizados 

para verificar a preferência alimentar do vetor no Brasil têm mostrado que as fêmeas desses 

insetos também realizam o repasto sanguíneo em bovinos e equinos (Bhattharai et al., 2010; 

Baum et al., 2015; Paternina et al., 2016).  

Em áreas endêmicas de LV, os bovinos são frequentemente picados por flebotomíneos 

(Bucheton et al., 2002). No entanto, há uma escassez de conhecimento sobre a susceptibilidade 

desses animais à infecção, sendo seu papel atribuído principalmente à atração do vetor e ao 

aumento do risco de infecção em humanos (Ortiz et al., 2015).  

Vioti et al. (2019) verificaram por detecção molecular uma novilha infectada por L. 

infantum dentre 100 testadas, na região de Pirassununga-SP, demonstrando a possibilidade de 

infecção desta espécie. Bovinos podem ser reservatórios em potencial para Leishmanias. 

Paixão-Marques et al. (2019), verificaram por sequenciamento genético, uma amostra positiva 

para L. infantum em bovino procedente de área periurbana no município de Bauru-SP, área 

endêmica para leishmaniose visceral canina e humana. 

Apesar da preferência dos flebotomíneos por outros hospedeiros, a presença de bovinos 

em locais com alta densidade vetorial pode contribuir para a disseminação de L. infantum, visto 

que esses animais podem atuar como reservatórios ocasionais da doença (Paixão et al., 2019; 
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Venturini et al., 2017; Vioti et al., 2019). Embora a picada de flebotomíneos infectados em 

bovinos ocorra com menor frequência do que em outros animais, ela ainda representa um fator 

de risco a ser considerado, especialmente em regiões endêmicas, onde a proximidade entre 

animais e humanos é comum (Brasil, 2014). 

É registrado que os municípios de Castilho, Guaraçaí, Ilha Solteira e Murutinga do Sul 

apresentam transmissão canina e humana de leishmaniose visceral, evidenciando a circulação 

ativa do parasito na região (Oliveira et al., 2019). Corroborando esses achados, Spada (2014) 

identificou soropositividade para L. infantum variando de 20,8% (52/250) por 

imunofluorescência indireta (RIFI) a 29,6% (74/250) por ELISA, além de positividade 

molecular de 17,2% (43/250) por PCR em cães provenientes da região do Cinturão Verde. O 

estudo também confirmou a presença de Lutzomyia longipalpis, principal vetor da leishmaniose 

visceral nas Américas. Em conjunto, esses resultados evidenciam a circulação regional tanto do 

parasito quanto de seu vetor, reforçando a condição de endemicidade da leishmaniose visceral 

na região noroeste do Estado de São Paulo. 

Adicionalmente, no município de Castilho, foi registrado, em 2025, o primeiro caso 

humano de leishmaniose visceral, demonstrando a ocorrência recente da doença na área de 

estudo. No âmbito estadual, entre 2017 e 2025, foram confirmados 662 casos de leishmaniose 

visceral humana, com registro de 66 óbitos. Dentre esses, 58 casos ocorreram nos municípios 

de origem das amostras deste estudo, com 11 óbitos associados (SINAN Net, 2024). 

A LV teve sua área de abrangência ampliada e registrou um aumento significativo no 

número de casos, tornando-se uma das prioridades da Organização Mundial da Saúde no 

contexto das doenças tropicais (PAHO, 2020). Os sinais clínicos da doença em humanos 

incluem febre irregular prolongada, anemia, perda progressiva de peso e caquexia nos estágios 

avançados. As causas mais comuns de óbito são broncopneumonias, gastroenterites, 

septicemias, sangramentos graves (hemorragia digestiva alta ou baixa) e insuficiência cardíaca 

devido à anemia grave, aumentando a mortalidade (Makowiecky et al., 2016). 

 

1.3 Saúde Única e as Unidades de Vigilância em Zoonoses 

 

As zoonoses, em sua maioria, eram anteriormente doenças infecciosas restritas aos 

animais. Porém o desequilíbrio ecológico e o avanço urbano sobre as regiões de manutenção 

do ciclo de vida natural dos parasitos resultaram na infecção dos humanos. Cerca de 70% das 

doenças infecciosas que ameaçam a saúde pública têm relação com os animais, de forma que 
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as zoonoses e o papel dos animais na epidemiologia dessas doenças tornaram-se preocupação 

significativa para a saúde pública (Schneider et al., 2019). 

Observando as relações entre as mudanças ambientais, a presença de animais e vetores 

responsáveis pela transmissão dessas zoonoses no ambiente rural e urbano, o risco de infecção 

dos humanos, o conceito One Health, também conhecido como “Uma Só Saúde” ou Saúde 

Única, nos permite integrar a saúde humana, animal e ambiental, a fim de prever e controlar a 

transmissão das zoonoses (Schneider et al., 2019). 

Com grande relevância atualmente, o controle de zoonoses pela perspectiva da Saúde 

Única tem tido a participação de órgãos internacionais, como a Organização Mundial da Saúde 

(WHO), a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), a 

Organização Mundial da Saúde Animal, o Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente  

e a Organização Pan-Americana da Saúde (PAHO/OPAS) (Schneider et al., 2019). 

Há relativamente poucos estudos que investigam molecularmente a presença de 

Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum em bovinos, especialmente utilizando técnicas 

moleculares como a Reação em Cadeia de Polimerase convencional. No caso de L. infantum, 

alguns trabalhos demonstram a possibilidade de infecção natural nessa espécie, como o estudo 

conduzido no estado de São Paulo que detectou DNA do parasito em amostras de sangue bovino 

por PCR, ainda que com baixa frequência (Vioti et al., 2019). De forma semelhante, Paixão-

Marques et al. (2019) relataram o primeiro isolamento de L. infantum em bovinos a partir de 

hemocultura, associada à confirmação molecular em área endêmica. Por outro lado, há também 

investigações que não detectaram o parasito, como o estudo de Lima (2023), no qual todas as 

amostras bovinas analisadas foram negativas por PCR, reforçando a hipótese de baixa 

parasitemia ou infecção ocasional. Em relação a T. cruzi, a escassez de evidências é ainda mais 

perceptível, sendo que, estudos moleculares em bovinos, normalmente identificam outras 

espécies de tripanossomatídeos, como T. theileri, sem confirmação consistente da infecção por 

T. cruzi (CARVALHO, 2022). Esses achados indicam que, embora bovinos possam 

eventualmente se infectar por L. infantum, sua participação no ciclo epidemiológico desses 

parasitos ainda é pouco compreendida e provavelmente secundária. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Tendo em vista que o Estado de São Paulo possui um dos maiores parques de abate 

bovino no país, bem como a importância da bovinocultura de leite nas atividades econômicas 

para o estado, este estudo visou pesquisar tripanosomatídeos, como Trypanosoma vivax, 

Trypanosoma evansi, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum em amostras de sangue de 

vacas leiteiras, provenientes de assentamentos rurais, como vigilância epidemiológica para 

estas parasitoses, para um melhor entendimento da epidemiologia destas enfermidades; bem 

como para entender a dinâmica de transmissão destes tripanosomatídeos nas áreas estudadas, e 

avaliar a espécie bovina como potenciais “sentinelas” para estes parasitos. O reconhecimento 

das zoonoses e o impacto que estas trazem para a saúde animal e humana tem chamado a 

atenção no conceito da Saúde Única (One Health), para que o reconhecimento e o 

monitoramento de doenças seja ampliado e em constante evolução. 

 

3. OBJETIVOS 

  3.1 GERAL 

 

- Avaliar a presença de tripanosomatídeos em vacas leiteiras procedentes de 

assentamentos rurais na região Noroeste do Estado de São Paulo. 

 

  3.2 ESPECÍFICOS 

 

- Realizar hemocultura e a técnica de cPCR para pesquisa de Trypanosoma vivax, 

Trypanosoma evansi, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum, a partir de amostras de sangue 

de vacas leiteiras; 

- Realizar o sequenciamento genético; 

- Verificar a procedência dos animais positivos e realizar a análise espacial; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Comitê de Ética 

 

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu – FMB – UNESP sendo registrado com o nº 

1477/2025 (Anexo 1). 

 

4.2 Local de realização dos exames 

 

A realização da hemocultura, extração de DNA e o procedimento molecular de cPCR e 

eletroforese foram realizados no Laboratório de Bioprocessos e Biotecnologia no Diagnóstico 

de Tuberculose e Doenças de Importância em Saúde Única, no Departamento de Produção 

Animal e Medicina Veterinária Preventiva - FMVZ-UNESP/ Botucatu.    

 

4.3 Área estudada 

 

A pesquisa foi conduzida na região Noroeste do Estado de São Paulo, abrangendo 

assentamentos rurais dos municípios de Andradina, Castilho, Itapura, Guaraçaí, Ilha Solteira, 

Murutinga do Sul e Pereira Barreto. A área de estudo localiza-se na região Noroeste do Estado 

de São Paulo, caracterizada por áreas de transição entre os biomas Mata Atlântica e Cerrado, 

com predomínio de formações originalmente associadas ao domínio da Mata Atlântica, segundo 

os mapeamentos oficiais utilizados pelo Estado de São Paulo (DataGeo, 2026). Os 

assentamentos são compostos por lotes rurais destinados a famílias de agricultores e 

trabalhadores rurais sem condições financeiras para adquirir terras, sendo distribuídos pelo 

INCRA (Instituto Nacional de Colonização e Reforma Agrária). As Figura 1 e 2 representam 

mapas demonstrando o Brasil, Estado de São Paulo e os municípios de origem das amostras. A 

Figura 3, por sua vez, representa a localização dos assentamentos rurais na região Noroeste do 

Estado de São Paulo (Arlindo, 2021) e a Figura 4 os assentamentos visitados para coleta do 

espaço amostral. 
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Figura 1. Mapa identificando a América do Sul, Brasil e o Estado de São Paulo.  

 

 

Figura 2. Localização dos municípios de origem das amostras de sangue bovino analisadas.  
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Figura 3. Assentamentos Rurais na Região Noroeste do Estado de São Paulo. 

 

Fonte: Adaptado de Arlindo, 2021. 

 

Figura 4. Municípios de procedência dos assentamentos rurais visitados para coleta de 

amostras. 
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4.4 Cálculo amostral 

 

Para a coleta de amostras foram incluídas 70 vacas em lactação, distribuídas em sete 

assentamentos rurais localizados nos municípios de Castilho e Itapura. Além disso, foram 

incorporadas 66 amostras de sangue bovino provenientes de um estudo já concluído e aprovado 

pelo Comitê de Ética (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária – FMVZ – UNESP, sob o 

protocolo CEUA 356/2023. Essas amostras adicionais também foram oriundas de 

assentamentos nos municípios de Guaraçaí, Ilha Solteira e Murutinga do Sul. Dessa forma, 

foram totalizadas 136 amostras provenientes de Andradina (n = 7), Castilho (n=50), Itapura 

(n=19), Guaraçaí (n=19), Ilha Solteira (n=9), Murutinga do Sul (n=16) e Pereira Barreto (n = 

16). 

Em bovinos, a prevalência de infecção por tripanosomatídeos varia conforme a espécie 

parasitária e a região geográfica. Dentre esses agentes, T. vivax destaca-se como o mais 

prevalente na América Latina, com taxas variando entre aproximadamente 2% e 10% em 

diferentes cenários epidemiológicos (Fetene et al., 2021). Considerando essa variabilidade e 

com o objetivo de garantir maior robustez no delineamento amostral, adotou-se a prevalência 

máxima esperada de 10% como parâmetro para o cálculo do tamanho amostral. O cálculo foi 

realizado utilizando a fórmula para populações finitas, com nível de confiança de 95%, a qual 

incorpora o tamanho da população e a prevalência estimada da infecção (Cochran, 1977). A 

adoção da maior prevalência descrita na literatura permite uma abordagem conservadora, 

aumentando a probabilidade de detecção da infecção mesmo em contextos de menor ocorrência. 

A seleção de propriedades e assentamentos foi realizada após sugestão dos técnicos da 

Fundação Instituto das Terras do Estado de São Paulo (ITESP). Os produtores assentados foram 

contactados por médico veterinário do ITESP, o qual realiza periodicamente assistência técnica 

aos mesmos e, com a permissão para as coletas, as mesmas foram iniciadas. Foram sugeridas 

24 propriedades dentro de 17 assentamentos rurais, totalizando 136 animais avaliados. O 

rebanho leiteiro de cada assentamento era composto por no máximo 20 animais, os quais foram 

escolhidos aleatoriamente dentre aqueles que estavam em lactação, conforme o Tabela 1. 
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Tabela 1. Relação de municípios de procedência dos assentamentos e números de propriedades 

visitadas para coleta de amostras de vacas leiteiras. 

Município Assentamento Nº de propriedades Nº de animais 

Andradina Josué de Castro 1 7 

Castilho 

Rio Paraná 2 20 

Pendengo 1 10 

N. S. Aparecida II 2 10 

Terra Livre 1 10 

Guaraçaí 

Nova Vila 1 5 

Moinho 1 5 

São José II 1 5 

Aroeira 1 4 

Ilha Solteira Estrela da Ilha 2 9 

Itapura 
Rosely Nunes 1 9 

Zumbi dos Palmares 1 10 

Murutinga do Sul 

Orlando Molina 2 6 

Santa Cristina 2 5 

Dois Irmãos 2 5 

Pereira Barreto 
Esmeralda 2 8 

Terra é Vida 1 8 

Total 17 24 136 

 

4.5 Coleta de sangue 

 

As amostras foram coletadas por médicos-veterinários ao longo de três dias em 

assentamentos rurais localizados na região noroeste do Estado de São Paulo. Foram obtidas 

amostras de sangue de 136 bovinos leiteiros, todos adultos e de diferentes idades. 

A coleta de sangue foi realizada por meio de punção da veia mamária, sendo obtidos 

aproximadamente 10 mL de sangue total por animal. Uma alíquota desse material foi 

acondicionada em tubos vacutainer contendo EDTA, devidamente identificados e mantidos sob 

refrigeração até o processamento laboratorial. 

Do total de amostras, 70 foram coletadas no ano de 2025, após aprovação pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo nº 1477/2025. As demais 66 amostras 

foram obtidas de forma semelhante em estudo anterior, aprovado pela CEUA sob o protocolo 

nº 356/2023, com coletas realizadas entre os anos de 2023 e 2024. 
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Após a coleta, o sangue em EDTA foi transferido para microtubos livres de DNase e 

RNase, devidamente identificados e armazenados em duplicata (2 mL por amostra) a −20 °C 

até a extração do DNA para as análises moleculares. 

 

4.6 Provas diagnósticas 

 

4.6.1 Hemocultura para isolamento de Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum 

 

Em capela de fluxo laminar, a partir de cada amostra de sangue, foi separado um tubo 

rosqueado estéril, contendo 5 mL de meio 199 (Sigma®) estéril, sendo inoculado 3 a 5 mL de 

sangue bovino. Todas as culturas foram mantidas em estufa a 28-30ºC.  Após 15 dias da 

inoculação foi realizada a primeira leitura, retirando-se de cada tubo, uma alíquota de cinco 

microlitros, entre lâmina e lamínula. A observação foi realizada em microscopia óptica no 

aumento de 400X.  Cada alíquota foi observada quinzenalmente durante quatro meses (Luz et 

al., 2009).  

 

4.6.2 Exames moleculares 

4.6.2.1 Extração do DNA a partir das amostras de sangue 

 

Para as amostras de sangue foi utilizado Kit comercial Illustra Blood GenomicPrep 

(Cytiva®), de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante (Anexo 2).  

 

4.6.2.2 Análise de Pureza e Quantificação de Ácidos Nucleicos 

 

Após a extração, as amostras de DNA foram submetidas à análise de pureza e 

quantificação de ácidos nucleicos utilizando o equipamento NanoDrop (NanoDrop® ND – 

1000 UV-Vis, Thermo Fisher), no Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da UNESP Botucatu. As 

leituras foram realizadas em triplicata utilizando 2 μL de cada amostra e como branco, 2 μL de 

água livre de nuclease. 

 

4.6.2.3 Controle Endógeno de Extração 

 

Após a extração, todas as amostras passaram por um controle endógeno de extração, 

que corresponde a um gene constitutivo presente em cada amostra testada. 
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Como controle endógeno foi realizada uma cPCR para amplificação de uma região 

conservada do gene constitutivo β-globulina, para garantir a qualidade de amplificação do DNA 

extraído e a ausência de inibidores nas amostras, com a utilização dos primers β1 (forward: 5’ 

ACC ACC AAC TTC ATC CAC GTT CAC C 3’) e β2 (reverse: 5’ CTT CTG ACA CAA CTG 

TGT TCA CTA GC 3’) que amplificam a betaglobulina do DNA nuclear de vertebrados em 

fragmentos de 140 pares de base (pb). As reações ocorreram realizando-se 1 ciclo de 95ºC por 

50 minutos, 30 ciclos de 95ºC por trinta segundos, 60ºC por trinta segundos e 72ºC por trinta 

segundos e, por fim, uma extensão final de 5 minutos a 72ºC como descrito por Edvinsson 

(2006), com respectivas sequências descritas na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Primers utilizados para controle endógeno de extração. 

Primer Sequência 

β-1 5’-ACC ACC AACT TCA TCC ACG TTC AC-3’ 

β-2 5’-CTT CTG ACA CAA CTG TGTT CAC TAGC-3’ 

 

A reação foi realizada em termociclador AB Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal 

Cycler, com volume final de 12uL. 

 

4.6.2.4 Reação em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) - Leishmania infantum 

Trypanosoma cruzi, Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax 

 

Para a realização da cPCR, cada reação foi preparada em tubos de 0,2 mL contendo o 

mix composto por tampão de PCR (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl), 1,6 mM de MgCl₂, 0,2 mM 

de dNTPs, 0,2 µM de cada primer e 1U de Taq DNA polimerase (Platinum® Taq, Invitrogen®). 

O volume final do mix (MIX-PCR) foi de 11 µL, aos quais se adicionou 1 µL de DNA extraído, 

totalizando 12 µL por reação. Na prática, cada tubo recebeu 8,3 µL de água ultrapura, 1,3 µL 

de tampão, 0,4 µL de MgCl₂, 0,25 µL de dNTP’s, 0,25 µL de primer forward, 0,25 µL de primer 

reverse, 0,25 µL de Taq polimerase e 1 µL de DNA da amostra analisada. 

Especificamente para a pesquisa do gênero Leishmania foi realizada a cPCR para a 

amplificação do kDNA de L. infantum, uma vez que o cinetoplasto é um bom marcador para 

sua detecção e identificação, com os primers LCH14 (forward: 5’ CGC ACG TTA TAT CTA 

CAG GTT GAG 3’) e LCH15 (reverse: 5’ TGT TTG GGA TTG AGG TAA TAG TGA 3’) que 

amplificam um fragmento de 167 pb. As reações ocorreram realizando-se 1 ciclo de 94ºC por 
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4 minutos, 40 ciclos de 94ºC por trinta segundos, 59ºC por trinta segundos e 72ºC por trinta 

segundos e, por fim, uma extensão final de 10 minutos a 70ºC conforme descrito por Silva et 

al (2017). 

Para detecção de T. cruzi, foi realizada a amplificação do DNA do cinetoplasto (kDNA), 

utilizando-se os primers 121 (forward: 5’ AAA TAA TGT ACG GGT GAG ATG CAT GA 3’) 

e 122 (reverse: 5’ GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT 3’), conforme descrito por Viettri et 

al (2018). Esses oligonucleotídeos são direcionados às regiões variáveis dos minicículos do 

kDNA, estrutura presente em elevado número de cópias no parasito, o que confere alta 

sensibilidade à detecção molecular. A amplificação resulta em um fragmento de 

aproximadamente 330 pb. As reações foram conduzidas com desnaturação inicial a 94 ºC por 

três minutos, seguida de 35 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 57 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 

30 segundos, com extensão final de sete minutos a 72 ºC. 

As reações de PCR para detecção de T. evansi foram realizadas utilizando primers 

direcionados a sequências repetitivas satélite do DNA nuclear pertencentes ao subgênero 

Trypanozoon, que engloba espécies do complexo Trypanosoma brucei, incluindo T. evansi. 

Foram empregados os oligonucleotídeos TBR1 (forward: 5’ GAA TAT TAA ACA ATG CGC 

AG 3’) e TBR2 (reverse: 5’ CCA TTT ATT AGC TTT GTT GC 3’), que amplificam um 

fragmento de aproximadamente 164 pb. Essa sequência apresenta elevado número de cópias no 

genoma, o que confere maior sensibilidade à detecção molecular. As reações foram conduzidas 

com desnaturação inicial a 94ºC por um minuto, seguida de 30 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 

60ºC por um minuto e 72ºC por 30 segundos, com extensão final de dois minutos a 72ºC, 

conforme descrito por Kamyingkird et al (2020). 

As reações de PCR específicas para T. vivax foram realizadas utilizando primers 

direcionados a sequências repetidas do gene que codifica a cisteína protease (catepsina L). 

Empregaram-se os oligonucleotídeos Tvi2 (forward: 5’ GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC 

GA 3’) e DTO156 (reverse: 5’ TTA GAA TTC CCA GGA GTT CTT GAT GAT CCA GTA 3’), 

que amplificam um fragmento de 177 pb. As reações ocorreram realizando-se 35 ciclos de 94ºC 

por um minuto, 56ºC por um minuto e 72ºC por um minuto e, por fim, uma extensão final de 

10 minutos a 72ºC como descrito por Cortez et al (2009).  

Optamos pela utilização destes primers devido a sensibilidade e experiências anteriores 

no nosso laboratório com a padronização da técnica. As reações descritas foram realizadas em 

todas as 136 amostras e as condições de amplificação em termociclador (AB Applied 

Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler) dos primers utilizados na pesquisa estão expostos 

na Tabela 3 abaixo: 
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Tabela 3. Primers, amplificações, ciclos e referências das reações utilizadas nas técnicas de 

cPCR. 

Amplificação 

(pb) 
Primers Ciclo Referência 

Leishmania 

infantum 

(167 pb) 

LCH14: 

5’CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG3’ 

LCH15: 

5’TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA3’ 

1x 94°c - 4 min; 40x 

(94°C - 30s; 59°C - 30s; 

72°C – 30s); 1x 70°C - 10 

min 

Silva et al., 

2017. 

Trypanosoma 

cruzi 

(330 pb) 

121: 

5’AAATAATGTACGGGTGAGATGCATGA3’ 

122: 5’GGGT TCGATTGGGGTTGGTGT3’ 

1x 94 ºC - 3min; 35x (94 

ºC - 30s; 57 ºC - 30s; 72 

ºC - 30s); 1x 72 ºC - 7min) 

Viettri et al., 

2018. 

Trypanosoma 

evansi 

(164 pb) 

TBR1:  5´GAATATTAAACAATGCGCAG 3´  

TBR2: 5´CCATTTATTAGCTTTGTTGC 3´ 

94°C 1 min - 30 x (94°C - 

30 s, 60°C - 1 min, 72°C – 

30 s),  72°C - 2 min. 

Kamyingkird 

et al. 2020. 

Trypanosoma 

vivax 

(177 pb) 

Tvi2: 5’ GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC 

GA 3’ 

DTO156: 5’ TTA GAA TTC CCA GGA GTT 

CTT GAT GAT CCA GTA 3’ 

35x 94 ºC – 1min; 56 ºC – 

1min; 72 ºC – 1min); 72 

ºC – 10min 

Cortez et al., 

2009. 

 

4.6.2.5 Eletroforese em gel de agarose 

 

Para a visualização da amplificação dos produtos após a cPCR, foi utilizada a 

eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Sybr Safe® (Invitrogen) 0,1µL/mL. Alíquotas 

de 8 μL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 2 μL de azul de bromofenol, e 

submetidas à eletroforese em cuba horizontal contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09M de ácido 

bórico e 0,001M de EDTA). A voltagem utilizada foi de 100V por 50 minutos. Para o padrão 

de peso molecular, foi utilizado o LowRanger 100bp DNA Ladder (Norgen), a fim de se 

comparar visualmente o tamanho dos fragmentos amplificados com os padrões de peso 

molecular das cepas utilizadas como controles positivos, utilizando-se do transilluminador Bio-

Rad UV Transilluminator 2000. 

 

4.6.2.6 Controles 

 

Para o controle negativo foi utilizada a água ultrapura estéril, enquanto para os controles 

positivos foram usados os produtos da extração de DNA de Leishmania infantum (cepa 
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MHOM/BR/IOC/L2906), Trypanosoma cruzi (Cepa “Y”), DNA de Trypanosoma vivax e DNA 

de Trypanosoma evansi previamente sequenciados. 

 

4.7 Análise Espacial 

 

Foi utilizado o software QGis (QGIS Development Team, 2023) para construção do 

banco de dados e elaboração dos produtos cartográficos, mapeando-se os resultados obtidos 

pelos testes diagnósticos a partir das amostras analisadas e respectivos municípios e 

assentamentos pesquisados. 

 

4.8 Análise Estatística 

 

Utilizou-se análise estatística descritiva por meio do software Excel (Microsoft), 

calculando-se a frequência relativa (%) para Trypanosoma evansi, Trypanosoma vivax e 

Leishmania infantum e calculadas as frequências absolutas (n) e relativas da amostra positiva 

para Trypanosoma cruzi. As proporções foram apresentadas com seus respectivos intervalos de 

confiança de 95% (IC95%). 

 

4.9 Confecção De Folder Educativo 

 

Como forma de contrapartida aos produtores e população residente, bem como 

estratégia complementar de extensão e retorno social desta pesquisa, foi proposta a elaboração 

de um folder educativo voltado à população residente nas áreas de coleta (ANEXO 5). O 

material tem como objetivo promover a conscientização sobre a prevenção de zoonoses 

associadas a tripanossomatídeos, com ênfase na redução do risco de transmissão de 

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. 

O folder foi estruturado em linguagem acessível, com abordagem didática e uso de 

elementos visuais, buscando facilitar a compreensão por diferentes faixas etárias e níveis de 

escolaridade. O conteúdo aborda medidas práticas de prevenção, incluindo a importância da 

limpeza diária dos ambientes domiciliares e peridomiciliares, a remoção de matéria orgânica 

acumulada e o manejo adequado de resíduos e materiais inservíveis, considerados potenciais 

abrigos para vetores como triatomíneos e flebotomíneos. 

Adicionalmente, foram incluídas orientações sobre a organização do ambiente ao redor 

das residências, destacando a necessidade de evitar o acúmulo de madeira, telhas, folhas e 
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outros materiais que possam servir de refúgio para insetos vetores. Ainda, foram contempladas 

informações básicas sobre os ciclos de transmissão dessas doenças, seus principais vetores e a 

importância da vigilância comunitária na identificação de insetos suspeitos. 

O folder foi concebido com base nos princípios da abordagem de Saúde Única, 

enfatizando a interrelação entre saúde humana, animal e ambiental, e incentivando práticas 

preventivas que contribuam para a redução da circulação de patógenos no ambiente. O material 

será disponibilizado à população local, principalmente aos produtores rurais dos assentamentos 

avaliados, como forma de devolutiva dos resultados da pesquisa e incentivo à participação 

comunitária nas ações de vigilância em saúde.  
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5. RESULTADOS 

 5.1 Quantificação de DNA 

 

A Tabela 4 (Anexo 3) apresenta as médias das triplicatas obtidas da quantidade de DNA 

em ng/ul, e das razões 260/280 e 260/230 mensuradas. 

 

 5.2 Provas diagnósticas 

 5.2.1 Hemocultura 

 

Não foram visualizadas formas promastigotas de Leishmania infantum e epimastigotas 

de Trypanosoma cruzi, em nenhuma das amostras analisadas. 

 

 5.2.2 Reação em Cadeia de Polimerase Convencional (cPCR) 

 5.2.2.1 Teste de integridade do DNA 

 

Na Figura 5, verifica-se uma das visualizações da eletroforese em gel de agarose a 2% 

com amplificação dos iniciadores de β-globulina (primers β1 e β2) com bandas de 140 pb para 

verificar a qualidade de amplificação do DNA extraído.  

  

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para amplificação do gene β-globulina 

(controle endógeno) das amostras 1 a 22. Todas as amostras apresentaram amplificação do 

fragmento esperado. Marcador de peso molecular 100 pb; Controle positivo (C+); Controle 

negativo (C-; água ultrapura). 

 

Fonte: arquivo pessoal. 
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 5.2.2.2 Leishmania infantum 

 

A Figura 6 abaixo apresenta uma das visualizações das eletroforeses em gel de agarose 

a 2% com amplificação kDNA de L. infantum (primers LCH14 e LCH15) com bandas de 167 

pb.  

 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para detecção de kDNA de L. infantum nas 

amostras 1 a 22. Não foram observadas bandas compatíveis com o fragmento esperado. 

Marcador de peso molecular 100 pb; Controle positivo (C+); Controle negativo (C-; água 

ultrapura). 

 

Fonte: arquivo pessoal. 
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5.2.2.3 Trypanosoma evansi 

 

Foram realizadas eletroforeses em gel de agarose a 2% com sequências repetitivas 

satélite do DNA nuclear de T. evansi (primers TBR1 e TBR2) com bandas de 164 pb. Verifica-

se na Figura 7 uma das eletroforeses realizadas. 

 

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para detecção de DNA nuclear de T. evansi 

nas amostras 1 a 20. Não foram observadas bandas compatíveis com o fragmento esperado. 

Marcador de peso molecular 100 pb; Controle positivo (C+); Controle negativo (C-; água 

ultrapura). 

 

 

Fonte: arquivo pessoal. 
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5.2.2.4 Trypanosoma vivax 

 

Na Figura 8, verifica-se uma das eletroforeses em gel de agarose a 2% com 

amplificação da cisteína protease (catepsina L) de T. vivax (primers TVI2 e DTO156) com 

bandas de 177 pb.  

 

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para detecção de DNA nuclear de T. vivax nas 

amostras 1 a 22. Não foram observadas bandas compatíveis com o fragmento esperado. 

Marcador de peso molecular 100 pb; Controle positivo (C+); Controle negativo ( C-; água 

ultrapura). 

 

Fonte: arquivo pessoal.  
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5.2.2.5 Trypanosoma cruzi 

 

Na Figura 9 verifica-se a visualização de uma das eletroforeses em gel de agarose a 2% 

com amplificação do kDNA de T. cruzi (primers 121 e 122) com bandas de 330 pb. 

Apresentamos o gel com a amostra que foi positiva para T.cruzi, podendo-se notar na coluna 1 

a amplificação. 

 

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para detecção de DNA de T. cruzi nas amostras 

de número 1 a 20. Amplificação na coluna 1 (circulada em amarelo). Marcador de peso 

molecular 100 pb; controle positivo; controle negativo(água ultrapura). 

 

Fonte: arquivo pessoal. 

 

Na Figura 10 verifica-se a visualização da eletroforese em gel de agarose a 2% realizado 

para confirmação de amostras com bandas apresentando amplificação para T. cruzi ou bandas 

inespecíficas. A amostra número 1 confirmou-se positiva, enquanto as demais amostras (31, 33, 

52 e 54) confirmaram-se negativas para amplificação de DNA do parasito.   
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para confirmação de detecção de DNA de T. 

cruzi na coluna 1, amostra 1. Pode-se observar a amplificação na coluna 1 (circulado em 

amarelo). Marcador de peso molecular 100; controle positivo; controle negativo (água 

ultrapura). 

 

Fonte: arquivo pessoal. 

 

Devido à baixa qualidade e/ou integridade do DNA obtido, não foi possível realizar o 

sequenciamento dos amplicons gerados. Embora tenha sido empregada a amplificação com os 

primers 121/122, amplamente utilizados para detecção de tripanossomatídeos, os produtos 

obtidos não apresentaram qualidade adequada para sequenciamento, possivelmente em função 

de baixa concentração, degradação do material genético ou presença de inibidores.  

 

5.3 Análise Estatística 

 

Não foram detectadas amostras positivas para os agentes T. evansi, T. vivax e L. 

infantum, resultando em frequência observada de 0% (0/136). Considerando o tamanho 

amostral (n), estimou-se que a prevalência dos agentes na população avaliada seja inferior a 

2,2%, com 95% de confiança, conforme a regra dos três (3/n) (Hanley & Lippman-Hand, 1983). 

A ausência de casos positivos impossibilitou a realização de análises de concordância entre os 

testes diagnósticos e de autocorrelação espacial. No município de Castilho, assentamento Rio 

Paraná, detectou-se à prova de cPCR uma amostra de sangue bovino positiva para T. cruzi, 

resultando em frequência observada de 0,74% (1/136). Considerando o tamanho amostral, o 

intervalo de confiança exato de 95% para a prevalência estimada foi de aproximadamente 

0,02% a 4,0%. 
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5.4 Educação em saúde 

 

Os folders confeccionados (ANEXO 5) serão destinados aos produtores rurais dos 

diferentes assentamentos visitados, a fim de contribuir para orientações acerca de práticas que 

protejam a saúde das pessoas, dos animais e do ambiente. 
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 6. DISCUSSÃO 

 

Todas as amostras deste estudo foram obtidas em assentamentos rurais, caracterizados 

predominantemente por pequenas propriedades de agricultura familiar. Esses sistemas 

produtivos, geralmente com menor nível de tecnificação e maior dependência de recursos 

naturais locais, favorecem maior interação entre seres humanos, animais domésticos e fauna 

silvestre, configurando cenários típicos da interface homem-animal-ambiente descrita pela 

abordagem de Saúde Única (FAO, 2021; EMBRAPA, 2022). 

A abordagem de Saúde Única reconhece que a saúde humana, animal e ambiental está 

intrinsecamente interligada, sendo particularmente relevante em contextos rurais onde essas 

interações ocorrem de forma intensificada (WHO, 2022). Assim, ambientes com elevada 

proximidade entre espécies distintas tendem a apresentar maior risco para emergência, 

manutenção e disseminação de zoonoses, uma vez que diversos patógenos circulam nesse 

ecossistema compartilhado e são transmitidos na interface ecológica (FAO, 2021). 

Nesse contexto, enfermidades como a doença de Chagas, a leishmaniose visceral e 

outras tripanossomíases de importância veterinária apresentam dinâmica epidemiológica 

complexa, envolvendo múltiplos hospedeiros domésticos e silvestres. Trypanosoma cruzi 

possui ampla plasticidade ecológica, sendo capaz de infectar centenas de espécies de 

mamíferos, incluindo cães, gatos, gambás, tatus, roedores, quatis e primatas (Hodo et al., 2017; 

Zingales; Bartholomeu, 2022). De forma semelhante, Leishmania infantum circula entre cães 

domésticos, canídeos silvestres, marsupiais, roedores e outros mamíferos, favorecendo a 

persistência do parasito em diferentes ambientes e dificultando medidas de controle (Dantas-

Torres, 2007; Alcover; Riera; Fisa, 2021; Cardoso et al., 2015). Já Trypanosoma vivax e 

Trypanosoma evansi apresentam ampla gama de hospedeiros, incluindo bovinos, bubalinos, 

ovinos, caprinos, equinos, asininos e diferentes mamíferos silvestres, possibilitando a 

manutenção dos parasitos em sistemas multihospedeiros (Fetene et al., 2021; Sazmand; 

Desquesnes; Otranto, 2022). 

Além das características ambientais dos assentamentos, deve-se considerar que os 

bovinos compartilham o mesmo espaço com diferentes espécies animais, como cães, equinos, 

pequenos ruminantes, aves domésticas e diversas espécies da fauna silvestre, com o ser humano 

interagindo nesses locais. Essa proximidade favorece a formação de interfaces epidemiológicas 

complexas, nas quais diferentes hospedeiros podem atuar como reservatórios, amplificadores 

ou fontes de alimentação para vetores hematófagos, contribuindo para a manutenção e 

circulação de agentes infecciosos (Quaresma et al., 2023; Kuhn et al., 2024). Evidências 
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indicam que modificações ambientais, como desmatamento, fragmentação de habitats e 

expansão das atividades agropecuárias, aumentam o contato entre ciclos silvestres e domésticos 

de patógenos, favorecendo a adaptação de vetores e reservatórios a ambientes humanos e 

peridomiciliares (Alarcon De Noya et al., 2022). Estudos recentes em paisagens antropizadas 

do Brasil demonstraram a ocorrência simultânea de pequenos mamíferos infectados por T. cruzi 

e Leishmania spp., reforçando o potencial de transmissão em interfaces ecológicas próximas às 

populações humanas (Madureira et al., 2026). 

Dessa forma, os bovinos podem ser compreendidos não apenas como potenciais 

hospedeiros desses agentes, mas também como componentes de uma rede epidemiológica 

integrada envolvendo animais domésticos, fauna silvestre e populações humanas. Sob a 

perspectiva de Saúde Única, essa interconexão reforça a necessidade de estratégias de vigilância 

que considerem simultaneamente os diferentes hospedeiros e os fatores ambientais envolvidos 

na circulação desses agentes, diante da complexidade inerente aos sistemas zoonóticos 

multihospedeiros (Schneider et al., 2019; Singh et al., 2023). 

Animais sentinelas são espécies utilizadas para monitorar riscos ambientais e potenciais 

impactos à saúde dos ecossistemas, uma vez que podem refletir a circulação de agentes 

biológicos presentes no ambiente antes da ocorrência de eventos epidemiológicos mais amplos 

(Samon et al., 2022). Nesse contexto, os resultados obtidos neste estudo, associados às 

características ecológicas dos bovinos, como sua permanência prolongada nas propriedades 

rurais, elevada exposição a vetores hematófagos e estreita interação com outros animais 

domésticos, fauna silvestre e seres humanos, reforçam o potencial dessa espécie como animal 

sentinela para a vigilância de tripanossomatídeos em áreas rurais. Sob a perspectiva da Saúde 

Única, o monitoramento de bovinos pode representar uma estratégia complementar para 

identificação da circulação desses agentes e subsidiar ações de vigilância epidemiológica em 

ambientes caracterizados por intensa interface entre hospedeiros, vetores e fatores ambientais. 

 

 6.1 Trypanosoma cruzi 

 

A ausência de detecção de T. cruzi nas amostras sanguíneas submetidas à hemocultura 

não descarta exposição prévia ou infecção crônica nos animais estudados. A fase crônica da 

doença é marcada por parasitemia baixa e intermitente, o que reduz a sensibilidade de métodos 

diagnósticos baseados em sangue periférico, sobretudo quando comparados à investigação 

tecidual (miocárdio, músculo liso ou tecido nervoso entérico), no qual o parasito pode 

permanecer na forma amastigota (Duran-Rehbein et al., 2014; Jimenez; Winokur, 2023). Além 



42 
 

disso, infecções em hospedeiros não tradicionais podem ocorrer com baixa carga parasitária ou 

de forma subclínica, dificultando a confirmação molecular (Schaub, 2025). Portanto, resultados 

negativos devem ser interpretados com cautela, considerando limitações metodológicas e 

aspectos biológicos do parasito. 

Pode-se verificar neste estudo uma (01) amostra de sangue de vaca leiteira procedente 

do município de Castilho, região Noroeste do Estado de São Paulo, positiva para T. cruzi, pela 

técnica molecular de cPCR convencional, utilizando-se os primers 121/122. No entanto, não 

foi possível realizar o sequenciamento dos amplicons obtidos devido à baixa qualidade ou 

integridade do DNA recuperado. Dessa forma, a interpretação do resultado deve considerar que 

a identificação do parasito baseou-se no padrão de amplificação observado com os primers 

121/122, amplamente empregados para detecção de T. cruzi. A amplificação de uma amostra 

positiva para T. cruzi a partir de sangue de vaca leiteira constitui-se em um resultado 

epidemiologicamente relevante por indicar a presença de material genético compatível com o 

alvo molecular investigado em um animal procedente de área com ocorrência comprovada de 

vetores triatomíneos. 

Esse achado se insere em um contexto epidemiológico já descrito para a região Noroeste 

do estado de São Paulo, onde estudos entomoepidemiológicos evidenciam a manutenção de 

triatomíneos em ambientes rurais. Entre 2004 e 2008, o município de Castilho apresentou 

elevada frequência de notificações desses vetores, com destaque para espécies como Triatoma 

sordida e Rhodnius neglectus, indicando sua presença persistente em áreas próximas a 

propriedades rurais e reforçando o risco de circulação de Trypanosoma cruzi no contexto 

regional (Alevi et al., 2015). 

 Mais recentemente, coletas ativas realizadas entre 2018 e 2024 em ambientes intra e 

peridomiciliares confirmaram a ocorrência desses insetos em municípios da mesma região, 

incluindo Castilho e Guaraçaí, com predomínio de T. sordida, espécie amplamente distribuída, 

com elevada capacidade de adaptação, colonização e comportamento predominantemente 

peridomiciliar. Além disso, trata-se de um triatomíneo hematófago com hábito alimentar pouco 

específico, capaz de explorar diferentes hospedeiros vertebrados, o que favorece a inserção de 

animais domésticos no ciclo de transmissão do parasito e reforça sua relevância epidemiológica. 

(Da Silva; Pessoa; Diotaiuti, 2025). 

Assim, a detecção de T. cruzi a partir de amostra de sangue de uma vaca leiteira pode 

refletir sua exposição a esse ciclo enzoótico, atuando como hospedeiro acidental ou sentinela 

da circulação do parasito na área estudada. Embora apenas uma amostra tenha apresentado 

amplificação compatível com T. cruzi, esse resultado não deve ser desconsiderado sob a 
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perspectiva epidemiológica. Em sistemas zoonóticos complexos, a detecção de um único 

animal positivo pode funcionar como indicador da circulação local do parasito, especialmente 

em áreas onde há registro de vetores, reservatórios silvestres e condições ambientais favoráveis 

à manutenção do ciclo de transmissão. Nesse contexto, bovinos podem atuar como sentinelas 

epidemiológicas, contribuindo para a identificação de áreas com potencial risco de exposição 

ao agente. Ainda que as taxas de infecção vetorial sejam consideradas baixas, a persistência 

desses insetos no ambiente, aliada à sua ampla distribuição, sustenta o risco de transmissão e 

reforça a necessidade de vigilância epidemiológica contínua. 

Em âmbito nacional, dados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) mostram que, entre 2012 e 2023, foram confirmados 3.571 casos de doença de Chagas 

aguda em humanos no Brasil, com média anual de aproximadamente 297 registros. Somente 

em 2023, contabilizaram-se 516 casos agudos, demonstrando a persistência da transmissão e a 

importância da vigilância epidemiológica, mesmo diante de níveis relativamente baixos de 

detecção nos animais avaliados (SINAN, 2025). 

Corroborando esse cenário, no município de Castilho (Figura 11), uma amostra de 

sangue bovino proveniente do assentamento Rio Paraná (Figura 12) apresentou amplificação 

compatível com o fragmento esperado para T. cruzi, reforçando a circulação do parasito em 

nível local.  

 

Figura 11. Localização do município de Castilho, situado na região Noroeste do Estado de São 

Paulo, local de procedência da amostra número 1, conforme indicado no mapa. 
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Figura 12. Delimitação aproximada do Assentamento Rio Paraná, local de coleta da amostra 

número 1. A distância estimada entre o assentamento Rio Paraná (delimitado na cor vermelha) 

e o centro urbano do município de Castilho (ponto em amarelo) é de 10 km. As dimensões e 

referências espaciais foram adaptadas a partir de IBGE (2022), Natural Earth (2023) e Arlindo 

(2021).  

 

 

O município de Castilho está inserido na área de influência dos rios Paraná e Tietê e 

apresenta um mosaico ambiental composto por remanescentes de Floresta Estacional 

Semidecidual, vegetação ciliar, áreas de várzea e formações secundárias associadas a atividades 

agropecuárias, com cobertura de vegetação nativa estimada entre 15% e 20% (DataGeo, 2026). 

Além disso, o município apresenta clima tropical sazonal, caracterizado por estação chuvosa 

concentrada entre os meses de outubro e março e período seco durante o inverno. 

A interação entre esses elementos ambientais favorece a manutenção de ambientes 

ripários e fragmentos florestais que podem sustentar populações de mamíferos silvestres e 

triatomíneos envolvidos no ciclo enzoótico de T. cruzi. Áreas úmidas, matas ciliares e várzeas 

geralmente apresentam elevada diversidade de fauna, incluindo quatis (Nasua nasua), roedores 

e outros mamíferos reconhecidos como potenciais reservatórios do parasito (Macedo et al., 

2026; DataGeo, 2026). 

Adicionalmente, a coexistência de remanescentes florestais e áreas antropizadas pode 

ampliar a interface entre ambientes silvestres, animais domésticos e seres humanos, 

favorecendo a circulação do agente em áreas rurais. A presença de áreas classificadas com 
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elevado risco de incêndios florestais e a ocorrência recorrente de queimadas também podem 

promover alterações ambientais capazes de modificar a distribuição de hospedeiros e vetores, 

contribuindo para o deslocamento da fauna silvestre para ambientes modificados pelo ser 

humano (Kumar et al., 2022; DataGeo, 2026). 

Em relação aos animais de produção, Fujita et al. (1994) registraram bovinos 

soropositivos para T. cruzi em comunidades de Departamento de San Pedro (Paraguay), 

indicando que espécies domésticas podem integrar o ciclo epidemiológico do parasito. Essa 

hipótese é fortalecida pela detecção de sangue bovino no conteúdo intestinal de triatomíneos 

(Ibáñez-Cervantes et al., 2013) no estado de Michoacán (México), evidenciando o contato 

direto entre vetores e animais de criação e, portanto, o potencial de exposição desses 

hospedeiros ao agente etiológico. 

Triatomíneos de relevância médica podem invadir e colonizar domicílios humanos, 

estabelecendo ciclos domésticos de transmissão de T. cruzi. A degradação de habitats naturais 

causada por atividades antrópicas tem aproximado vetores, animais silvestres e populações 

humanas, favorecendo a circulação do parasito entre diferentes hospedeiros. Essa adaptação 

dos triatomíneos a ambientes urbanos amplia o risco de transmissão. Assim, considerando o 

caráter antropozoonótico da doença de Chagas, sua persistência em regiões 

socioeconomicamente vulneráveis e com forte pressão ambiental constitui um desafio contínuo 

para a saúde pública (Kumar et al., 2022; WHO, 2021). 

No contexto epidemiológico, embora bovinos não sejam reservatórios primários de T. 

cruzi, evidências de soropositividade (Fujita et al., 1994) e a detecção de sangue bovino em 

triatomíneos (Ibáñez-Cervantes et al., 2013) indicam que esses animais participam do 

ecossistema de transmissão. A presença de animais de produção em áreas com atividade vetorial 

pode influenciar a dinâmica do ciclo parasitário, seja atuando como fontes alternativas de 

repasto sanguíneo, seja contribuindo para a manutenção do parasito em ambientes rurais. 

Considerando que triatomíneos podem colonizar ambientes domiciliares e peridomiciliares 

(Schaub, 2025) e que a doença de Chagas permanece como relevante problema de saúde pública 

na América Latina (PAHO, 2021), a vigilância integrada envolvendo animais domésticos, 

vetores e populações humanas é essencial dentro da perspectiva de Saúde Única. 

 

 6.2 Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax 

 

Neste estudo, as amostras de sangue de vacas leiteiras foram negativas para T. evansi e 

T. vivax. Pesquisas epidemiológicas em diferentes regiões do Brasil mostram ampla variação 
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na ocorrência de tripanossomatídeos em bovinos, influenciada por fatores geográficos, 

ambientais e metodológicos. No Rio Grande do Sul, Samoel et al. (2023) observaram 

soroprevalência de anticorpos anti-Trypanosoma spp. de 24,6% (170/691) por RIFI, com 

variação regional de 0% a 37,3%, indicando heterogeneidade na exposição. De modo 

semelhante, Filgueira Alcindo et al. (2022) registraram discrepâncias expressivas entre técnicas 

diagnósticas para T. vivax na Zona da Mata Mineira: métodos parasitológicos detectaram 10,8% 

dos casos, enquanto ELISA identificou 89,2% e PCR 72,9%, com baixa concordância entre 

testes. Em Santa Catarina, Da Silva et al. (2022) encontraram maior positividade por sorologia 

(39% pela RIFI), sem detecção por PCR convencional, sugerindo exposição prévia mesmo sem 

confirmação molecular. Em conjunto, esses achados indicam que, em cenários de baixa 

parasitemia, métodos parasitológicos e moleculares podem apresentar sensibilidade reduzida, 

reforçando a importância da associação de técnicas para minimizar falsos negativos e aprimorar 

a acurácia epidemiológica. 

Para T. vivax e T. evansi, a hemocultura é reconhecidamente pouco eficiente, com 

frequentes insucessos no isolamento devido à fragilidade das formas evolutivas no cultivo in 

vitro e à baixa parasitemia em fases subclínicas/crônicas (D’Archivio, 2011; Kamyingkird, 

2022; Vieira et al., 2017). 

A disseminação de tripanossomatídeos em rebanhos bovinos pode ser favorecida pela 

movimentação de animais entre propriedades, uma vez que a compra e venda de indivíduos 

infectados, inclusive assintomáticos, contribui para a introdução silenciosa do parasito em 

novas áreas (Bastos et al., 2017). Nesses contextos, a infecção pode permanecer subclínica e, 

ainda assim, impactar a produtividade, estando associada, por exemplo, à redução da produção 

de leite em vacas recém-infectadas (Kamyingkird et al., 2020). Portanto, mesmo na ausência 

de manifestações clínicas evidentes, a tripanossomose representa um potencial prejuízo 

econômico, especialmente em sistemas leiteiros intensivos. 

A magnitude dessa preocupação é ampliada quando se considera o expressivo efetivo 

bovino do Estado de São Paulo. Em 2021, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA-

SP), por meio do Instituto de Economia Agrícola (IEA) e da Coordenadoria de 

Desenvolvimento Rural Sustentável (CDRS), registrou 10.164.561 bovinos no estado, sendo 

6.386.543 destinados ao abate, 1.139.004 à produção de leite e 2.643.139 a sistemas mistos 

(Ghobril et al., 2021). Dados mais recentes indicam que o estado continua mantendo um 

rebanho superior a 10 milhões de cabeças, reforçando a relevância econômica da bovinocultura 

paulista (Cati, 2024). Nesse contexto, enfermidades capazes de comprometer a produtividade, 
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a sanidade animal ou o comércio pecuário representam potenciais impactos econômicos para o 

setor. 

A manutenção de tripanossomatídeos em áreas de interface rural-silvestre envolve 

dinâmica ecológica complexa, com participação de diferentes mamíferos e vetores. Em 

assentamentos na fronteira Brasil–Bolívia, foi demonstrada a circulação de T. cruzi, T. evansi e 

Leishmania spp. em cães domésticos e mamíferos silvestres, evidenciando o papel de 

hospedeiros sinantrópicos na manutenção desses parasitos, mesmo quando a prevalência em 

animais de produção é baixa ou não detectada (Porfirio et al., 2018). Assim, a ausência de 

detecção em bovinos não implica necessariamente ausência de circulação regional. 

Na região Noroeste paulista, marcada por forte tradição agropecuária e por propriedades 

de corte e leite, inclusive assentamentos rurais (Prates, Sant’Ana & Silva, 2023), a elevada 

densidade animal e a constante movimentação entre propriedades podem favorecer tanto a 

introdução quanto a manutenção silenciosa desses patógenos. Dessa forma, mesmo diante de 

resultados negativos no presente estudo, a vigilância epidemiológica contínua para T. vivax e T. 

evansi é essencial para monitorar mudanças na dinâmica de transmissão, orientar medidas de 

biossegurança e mitigar impactos sanitários e econômicos. 

 

 6.3 Leishmania infantum  

 

No presente estudo, não foi detectado DNA de L. infantum nas amostras sanguíneas 

analisadas. Contudo, a ausência de detecção não exclui infecção, especialmente porque 

Leishmania apresenta tropismo tecidual (fígado, baço e linfonodos), onde se concentram as 

formas amastigotas (Caldart et al., 2021). Em bovinos, a parasitemia é tipicamente baixa ou 

ausente, razão pela qual o sangue periférico é uma matriz de baixa sensibilidade para o 

diagnóstico molecular de L. infantum. 

Em áreas endêmicas para leishmaniose visceral, a intensa circulação do parasito tende 

a ampliar o espectro de espécies suscetíveis, incluindo bovinos (Killick-Kendrick, 1990). 

Apesar disso, os relatos envolvendo herbívoros ainda são escassos e a frequência descrita é 

baixa. Em São Paulo, Paixão-Marques et al. (2019) relataram o primeiro isolamento de L. 

infantum por hemocultura em bovino na área periurbana do município de Bauru-SP, área 

endêmica para leishmaniose visceral canina e humana; no mesmo estudo, foram identificados, 

por métodos moleculares, Leishmania donovani e Trypanosoma theileri. Posteriormente, Vioti 

et al. (2019) detectaram L. infantum em bovino de Pirassununga-SP, município classificado 

como não endêmico. Tais achados sugerem que o parasito pode estar presente em rebanhos 
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independentemente da situação epidemiológica oficial do município, indicando possível 

circulação silenciosa. 

No contexto regional, o vetor Lutzomyia longipalpis foi previamente registrado na área 

rural de Ilha Solteira-SP, indicando risco de dispersão para municípios vizinhos (Venturini et 

al., 2017). Ademais, Castilho, Itapura, Ilha Solteira e Murutinga do Sul apresentam transmissão 

canina e humana confirmada (Oliveira et al., 2019), evidenciando circulação ativa de L. 

infantum. Entre 2017 e 2024, dados do Sinan Net indicam 662 casos humanos confirmados no 

Estado de São Paulo, com 66 óbitos, sendo 58 casos e 11 óbitos nos municípios de origem das 

amostras deste estudo, reforçando a relevância epidemiológica da região e necessidade de 

vigilância (Sinan Net, 2025). 

Do ponto de vista ecológico, bovinos permanecem predominantemente em áreas rurais 

e produzem grande volume de matéria orgânica, o que favorece a manutenção de flebotomíneos, 

vetores que preferem locais com acúmulo desse substrato (OPAS, 2023). Durante o repasto, os 

rebanhos oferecem ampla superfície corporal exposta e condições ambientais atrativas à 

permanência dos vetores. A interface rural–silvestre, onde já foram descritos reservatórios 

naturais das leishmanioses (Dias et al., 2003), pode ampliar oportunidades de transmissão. 

Embora flebotomíneos apresentem preferência por outros hospedeiros, a proximidade entre 

cães e bovinos em áreas rurais e periurbanas pode aumentar a exposição destes ao parasito. 

Nesse cenário, bovinos podem atuar como hospedeiros ocasionais e, potencialmente, contribuir 

para a manutenção do ciclo epidemiológico (Venturini et al., 2017; Vioti et al., 2019; Paixão et 

al., 2019; Zafari et al., 2024). 

Assim, a investigação continuada, incluindo amostras teciduais e monitoramento 

molecular ampliado, mostra-se pertinente. Considerando o caráter zoonótico da enfermidade e 

o potencial envolvimento de animais de produção, abordagens regionais contribuem para o 

planejamento em Saúde Única, apoiando a vigilância, a identificação precoce de populações 

acometidas e o delineamento de estratégias de controle. 

 

 6.4 Métodos diagnósticos 

 

A detecção de tripanossomatídeos em animais assintomáticos é um desafio 

epidemiológico relevante, pois esses hospedeiros podem atuar como fontes silenciosas de 

infecção e contribuir para a dispersão dos parasitos em áreas não endêmicas (Madruga, 2009; 

Kamyingkird et al., 2020). Em infecções leves ou subclínicas, a parasitemia tende a ser baixa 

e, por vezes, intermitente, dificultando a identificação do agente por métodos convencionais. 
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Soma-se a isso o fato de que o sangue periférico pode ser uma matriz limitante para o 

diagnóstico em fases crônicas, dado o tropismo tecidual de alguns tripanossomatídeos, por 

exemplo, T. cruzi em miocárdio, fígado e baço, que podem persistir fora da circulação (Dyonisio 

et al., 2021; Caldart et al., 2021). Essas características biológicas reduzem a sensibilidade 

quando apenas sangue é analisado. 

A composição racial dos rebanhos avaliados, predominantemente de bovinos zebuínos 

(Bos indicus) ou mestiços, pode influenciar a dinâmica das infecções por tripanossomatídeos 

no contexto estudado. Embora os zebuínos sejam frequentemente considerados mais adaptados 

a condições tropicais e apresentem maior resistência a parasitas e estresses ambientais, 

evidências experimentais indicam que essas raças não são as mais resistentes à tripanossomose 

quando comparadas a bovinos taurinos africanos trypanotolerantes, como a raça N’Dama, que 

apresentam menor parasitemia e menor comprometimento clínico após infecção (Roberts; Gray, 

1973). Ainda assim, bovinos zebuínos demonstram capacidade de suportar infecções por 

Trypanosoma spp., mantendo níveis produtivos razoáveis mesmo em ambientes com pressão 

parasitária, o que pode estar relacionado à sua adaptação fisiológica e imunológica a regiões 

tropicais (Mulatu et al., 1995; Somé et al., 2024). Dessa forma, a predominância de animais 

desse grupo pode contribuir para a manutenção silenciosa de infecções no rebanho, sobretudo 

em sistemas extensivos, sem necessariamente manifestar sinais clínicos evidentes. 

O isolamento em meio de cultura para T. vivax e T. evansi é tecnicamente desafiador, 

com dificuldades na manutenção das formas evolutivas e limitações do cultivo in vitro 

(D’Archivio, 2011; Kamyingkird, 2022), principalmente em de amostras de sangue. Em geral, 

métodos parasitológicos apresentam menor taxa de detecção do que técnicas moleculares em 

infecções por T. cruzi, T. vivax e T. evansi, sobretudo na fase crônica, devido à baixa 

parasitemia; por outro lado, podem ter desempenho superior na fase aguda (Vieira et al., 2017). 

Nesse contexto, técnicas baseadas em PCR destacam-se pela elevada sensibilidade e 

especificidade, especialmente em situações de baixa parasitemia (Alves et al., 2017; Bastos et 

al., 2020), ao amplificarem sequências gênicas específicas do parasito, permitindo a 

confirmação da infecção em mamíferos e vetores (Dagnachew; Bezie, 2015). Ainda assim, a 

ausência de detecção de DNA no presente estudo pode decorrer da dinâmica parasitária, da 

baixa carga circulante e/ou da limitação inerente à matriz analisada. 

Dessa forma, a interpretação dos resultados deve considerar, conjuntamente, o método 

empregado, o estágio da infecção, o tecido analisado e a biologia do parasito. A associação de 

técnicas parasitológicas, moleculares e sorológicas é estratégica para ampliar a acurácia 

diagnóstica e reduzir falsos negativos. A combinação entre hemocultura e métodos moleculares, 
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seguida de caracterização por sequenciamento, permite a identificação precisa das espécies e 

auxilia na diferenciação entre agentes como T. cruzi e L. infantum (Silva et al., 2007; Rodrigues 

et al., 2016), fortalecendo a vigilância baseada em Saúde Única. 

No presente conjunto amostral, a presença de uma (01) amostra positiva (1/136) 

permitiu estimar, pela regra dos três, que a prevalência populacional dos agentes investigados 

esteja entre 0,02% a 4,0% (IC 95%). Embora esse resultado sugira baixa ocorrência na 

população estudada, ele não exclui circulação esporádica ou focal, especialmente considerando 

a parasitemia intermitente e a possibilidade de infecções subclínicas. Ademais, a detecção de 

uma amostra positiva dentre 136 amostras analisadas, inviabilizou análises de concordância 

diagnóstica e autocorrelação espacial, limitando inferências sobre padrões geográficos. Em 

cenários de baixa prevalência, amostragens ampliadas e monitoramentos periódicos são 

fundamentais para aumentar o poder estatístico e aprimorar a vigilância epidemiológica. 

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Embora os resultados indiquem ausência de infecção ativa detectável para a maioria dos 

agentes investigados no momento da coleta, não excluem a possibilidade de circulação prévia 

ou silenciosa dos patógenos avaliados na área estudada, considerando a parasitemia 

intermitente, o tropismo tecidual de alguns tripanossomatídeos e as limitações do uso exclusivo 

de sangue periférico como amostra diagnóstica. 

Ainda que bovinos não sejam reconhecidos como reservatórios primários para todos os 

agentes investigados, sua inserção nos sistemas produtivos e nos ecossistemas rurais os coloca 

como possíveis participantes da dinâmica de transmissão, seja como hospedeiros ocasionais, 

fontes de repasto sanguíneo para vetores ou sentinelas epidemiológicos. Assim, os achados 

reforçam a importância da vigilância contínua sob a perspectiva da Saúde Única, utilizando 

abordagens diagnósticas complementares para ampliar a sensibilidade de detecção. Mesmo 

diante de resultados predominantemente negativos, o estudo contribui para o monitoramento 

sanitário regional e para o planejamento de estratégias de biossegurança na bovinocultura 

paulista. Desta forma, a informação acerca das doenças compartilhadas entre os seres humanos 

e os animais (as zoonoses), contida em folders educativos para os produtores rurais, tem como 

propósito um modo de devolução do conhecimento gerado na universidade e o retorno à 

sociedade. 
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8. CONCLUSÕES 

 

• Não foi detectado Trypanosoma evansi, Trypanosoma vivax e Leishmania infantum 

pelas provas de hemocultura e PCR convencional nas amostras de sangue de vacas leiteiras dos 

assentamentos rurais avaliados; 

• A PCR convencional permitiu a identificação do DNA de Trypanosoma cruzi em uma 

amostra de sangue bovino em assentamento rural procedente do município de Castilho, inserido 

em uma área de influência dos rios Paraná e Tietê, com detecção vetorial previamente 

confirmada na região;  

• A detecção de DNA de Trypanosoma cruzi no município de Castilho indica a circulação 

do parasito no assentamento Rio Paraná
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documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro: ABNT, 2018. 
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10. ANEXOS  

10.1 ANEXO 1 - Certificado Nº 1477/2025 – CEUA 
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10.2 ANEXO 2 - Protocolo Kit De Extração de DNA 

 

Protocolo de extração do DNA em sangue com kit comercial Illustra Blood GenomicPrep 

(Cytiva®): 

1. Descongelar as amostras de sangue armazenadas em microtubos sob 

placas de gelo reciclável; 

2. Em microtubos livres de DNAses e RNAses, acrescerntar 20µL de 

proteinase K juntamente com 300µL da amostra de sangue; 

3. Homogeneizar em vórtex durante 10 segundos; 

4. Adicionar 400µL de solução de lise (Lysis buffer); 

5. Homogeneizar no vórtex por mais 15 segundos; 

6. Deixar os tubos em temperatura ambiente por um período de 10 minutos; 

7. Transferir o conteúdo para um tubo coletor junto à uma coluna de extração; 

8. Centrifugar à 11000rcf por um minuto; 

9. Descartar o líquido do tubo coletor; 

10. Acrescentar 500µL de solução de lise à coluna; 

11. Centrifugar à 11000rcf por um minuto; 

12. Descartar o líquido do tubo coletor; 

13. Acrescentar 500µL de solução de lavagem (Wash Buffer) à coluna; 

14. Centrifugar à 11000rcf por três minutos; 

15. Desprezar o tubo coletor e o sobrenadante e colocar a coluna em um 

microtubo de 1,5mL estéril; 

16. Adicionar 100µL de solução de eluição (Elution Buffer) previamente 

aquecido à 70ºC; 

17. Incubar por um minuto; 

18. Centrifugar o microtubo à 11000rcf por um minuto; 

19. Descartar a coluna de extração e armazenar a amostra de DNA extraída 

sob refrigeração à -20ºC até o momento de uso. 
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10.3 ANEXO 3 - Pureza E Quantificação Do DNA 

Quadro 1. Média dos valores mensurados durante a Quantificação de Ácidos Nucleicos. 

Amostra Média DNA (ng/ul) Razão 260/280 Razão 260/230 

1 25,28 1,61 0,51 

2 43,63 1,69 0,64 

3 38,16 1,77 0,85 

4 18,40 1,76 0,57 

5 24,47 1,79 0,74 

6 24,38 1,67 0,63 

7 35,76 1,71 0,78 

8 37,86 1,84 0,99 

9 60,30 1,68 0,85 

10 62,35 1,80 1,20 

11 42,93 0,88 0,19 

12 71,55 1,49 0,55 

13 61,21 1,56 0,60 

14 63,11 1,70 0,83 

15 66,62 1,09 0,28 

16 48,45 1,08 0,26 

17 54,71 1,40 0,47 

18 87,76 1,40 0,51 

19 69,81 1,12 0,30 

20 29,41 0,71 0,14 

21 55,54 1,89 1,21 

22 59,72 1,86 1,39 

23 42,91 1,87 0,99 

24 37,50 1,81 1,00 

25 44,12 1,83 1,08 

26 39,88 1,82 0,90 

27 26,44 1,71 0,66 

28 43,93 1,77 0,87 

29 20,41 1,87 0,76 

30 49,21 1,90 1,34 
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31 24,35 1,94 0,74 

32 46,71 0,90 0,20 

33 27,72 0,90 0,18 

34 29,44 0,98 0,21 

35 22,96 1,08 0,21 

36 31,75 0,77 0,15 

37 38,41 0,80 0,16 

38 55,30 0,80 0,21 

39 29,36 1,06 0,22 

40 38,46 1,01 0,22 

41 30,89 0,76 0,14 

42 31,87 0,99 0,19 

43 19,22 1,02 0,19 

44 24,88 0,76 0,14 

45 66,54 0,85 0,17 

46 95,70 0,68 0,17 

47 43,39 0,88 0,18 

48 26,93 0,76 0,14 

49 29,00 0,772 0,13 

50 126,20 0,87 0,22 

51 41,75 1,52 0,52 

52 24,67 0,93 0,18 

53 31,00 0,96 0,20 

54 38,00 1,27 0,33 

55 22,68 0,94 0,17 

56 69,10 1,32 0,38 

57 35,05 1,03 0,21 

58 74,35 1,20 0,33 

59 41,34 1,06 0,23 

60 60,85 0,98 0,23 

61 45,69 0,85 0,18 

62 22,36 1,73 0,67 

63 61,02 1,18 0,32 
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64 29,36 1,73 0,85 

65 14,14 1,58 0,43 

66 13,54 1,67 0,43 

67 42,57 1,62 0,67 

68 18,02 1,77 0,64 

69 22,21 1,46 0,44 

70 30,35 1,53 0,48 

71 72,06 1,53 0,68 

72 40,28 1,63 0,52 

73 31,47 1,40 0,36 

74 54,30 1,49 0,49 

75 36,29 1,53 0,46 

76 42,67 1,23 0,29 

77 50,30 1,20 0,35 

78 51,68 1,52 0,56 

79 38,63 1,41 0,39 

80 21,24 1,00 0,21 

81 56,70 1,10 0,31 

82 29,48 0,86 0,17 

83 67,96 1,61 0,73 

84 28,90 1,67 0,58 

85 11,97 1,32 1,11 

86 64,57 1,84 1,15 

87 47,69 1,78 1,03 

88 39,16 1,78 1,03 

89 39,97 1,74 0,81 

90 27,23 1,79 0,90 

91 46,54 1,66 0,68 

92 58,76 1,78 0,93 

93 54,06 1,75 0,99 

94 45,09 1,66 0,73 

95 48,01 1,83 1,04 

96 14,07 1,86 0,52 
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97 23,42 1,22 0,27 

98 17,01 1,86 0,48 

99 24,46 1,69 0,56 

100 45,44 1,88 0,99 

101 27,51 1,31 0,31 

102 60,51 1,80 1,01 

103 33,60 1,75 0,84 

104 41,35 1,49 0,54 

105 24,64 1,65 0,55 

106 17,96 1,68 0,56 

107 32,44 1,16 0,29 

108 41,73 1,80 1,05 

109 51,81 1,78 1,18 

110 44,06 1,75 0,77 

111 71,88 1,57 0,68 

112 40,48 1,83 1,04 

113 38,39 1,79 0,94 

114 34,66 1,75 0,83 

115 45,58 1,84 1,08 

116 30,52 1,84 0,88 

117 31,11 1,49 0,48 

118 27,19 1,70 0,56 

119 25,42 1,68 0,53 

120 35,34 1,51 0,16 

121 39,99 1,54 0,23 

122 38,08 1,51 0,20 

123 49,13 1,52 0,25 

124 37,61 1,53 0,30 

125 27,52 1,54 0,19 

126 21,88 1,46 0,17 

127 37,65 1,54 0,25 

128 41,64 1,54 0,25 

129 15,95 1,56 0,19 
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130 76,50 1,46 0,55 

131 41,00 1,59 0,57 

132 38,07 1,30 0,36 

133 36,17 1,05 0,25 

134 56,17 1,53 0,55 

135 53,21 1,49 0,55 

136 61,07 1,49 0,56 
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10.4 ANEXO 4 - Compilado dos resultados por animal. 

Quadro 2. Resultados de testes moleculares e presença ou ausência de formas parasitárias em 

hemocultura. Os animais que não apresentaram DNA amplificado pela prova de Reação em 

Cadeia de Polimerase (PCR) convencional foram representados como negativos por meio do 

símbolo “-” e em caso de positividade com o símbolo “+”. Todas as amostras foram negativas 

para isolamento em hemocultura sendo demarcadas com “-”. 

Número da 

amostra  
Município Assentamento 

Primer 

LC14 e 

LCH15 

Primer 

TBR1 e 

TBR2 

Primer 

121 e 

122 

Primer 

DTO156 e 

Tvi2 

Isolamento 

1 Castilho Rio Paraná - - + - - 

2 Castilho Rio Paraná - - - - - 

3 Castilho Rio Paraná - - - - - 

4 Castilho Rio Paraná - - - - - 

5 Castilho Rio Paraná - - - - - 

6 Castilho Rio Paraná - - - - - 

7 Castilho Rio Paraná - - - - - 

8 Castilho Rio Paraná - - - - - 

9 Castilho Rio Paraná - - - - - 

10 Castilho Rio Paraná - - - - - 

11 Castilho Rio Paraná - - - - - 

12 Castilho Rio Paraná - - - - - 

13 Castilho Rio Paraná - - - - - 

14 Castilho Rio Paraná - - - - - 

15 Castilho Rio Paraná - - - - - 

16 Castilho Rio Paraná - - - - - 

17 Castilho Rio Paraná - - - - - 

18 Castilho Rio Paraná - - - - - 

19 Castilho Rio Paraná - - - - - 

20 Castilho Rio Paraná - - - - - 

21 Castilho Pendengo - - - - - 

22 Castilho Pendengo - - - - - 

23 Castilho Pendengo - - - - - 

24 Castilho Pendengo - - - - - 
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25 Castilho Pendengo - - - - - 

26 Castilho Pendengo - - - - - 

27 Castilho Pendengo - - - - - 

28 Castilho Pendengo - - - - - 

29 Castilho Pendengo - - - - - 

30 Castilho Pendengo - - - - - 

31 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

32 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

33 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

34 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

35 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

36 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

37 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

38 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

39 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

40 Castilho 
Nossa Senhora 

Aparecida II 

- - - - - 

41 Castilho Terra Livre - - - - - 

42 Castilho Terra Livre - - - - - 

43 Castilho Terra Livre - - - - - 

44 Castilho Terra Livre - - - - - 

45 Castilho Terra Livre - - - - - 

46 Castilho Terra Livre - - - - - 

47 Castilho Terra Livre - - - - - 

48 Castilho Terra Livre - - - - - 

49 Castilho Terra Livre - - - - - 
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50 Castilho Terra Livre - - - - - 

51 Guaraçaí Nova Vila - - - - - 

52 Guaraçaí Nova Vila - - - - - 

53 Guaraçaí Nova Vila - - - - - 

54 Guaraçaí Nova Vila - - - - - 

55 Guaraçaí Nova Vila - - - - - 

56 Guaraçaí Moinho - - - - - 

57 Guaraçaí Moinho - - - - - 

58 Guaraçaí Moinho - - - - - 

59 Guaraçaí Moinho - - - - - 

60 Guaraçaí Moinho - - - - - 

61 Guaraçaí São José 2 - - - - - 

62 Guaraçaí São José 2 - - - - - 

63 Guaraçaí São José 2 - - - - - 

64 Guaraçaí São José 2 - - - - - 

65 Guaraçaí São José 2 - - - - - 

66 Guaraçaí Aroeira - - - - - 

67 Guaraçaí Aroeira - - - - - 

68 Guaraçaí Aroeira - - - - - 

69 Guaraçaí Aroeira - - - - - 

70 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

71 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

72 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

73 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

74 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

75 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

76 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

77 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

78 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

79 Ilha Solteira Estrela da Ilha - - - - - 

80 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

81 Itapura Rosely Nunes - - - - - 
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82 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

83 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

84 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

85 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

86 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

87 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

88 Itapura Rosely Nunes - - - - - 

89 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

90 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

91 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

92 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

93 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

94 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

95 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

96 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

97 Itapura 
Zumbi dos 

Palmares 

- - - - - 

98 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 

99 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 

100 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 

101 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 

102 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 

103 
Murutinga 

do Sul 
Orlando Molina 

- - - - - 
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104 Andradina Josué de Castro - - - - - 

105 Andradina Josué de Castro - - - - - 

106 Andradina Josué de Castro - - - - - 

107 Andradina Josué de Castro - - - - - 

108 Andradina Josué de Castro - - - - - 

109 Andradina Josué de Castro - - - - - 

110 Andradina Josué de Castro - - - - - 

111 
Murutinga 

do Sul 
Santa Cristina 

- - - - - 

112 
Murutinga 

do Sul 
Santa Cristina 

- - - - - 

113 
Murutinga 

do Sul 
Santa Cristina 

- - - - - 

114 
Murutinga 

do Sul 
Santa Cristina 

- - - - - 

115 
Murutinga 

do Sul 
Santa Cristina 

- - - - - 

116 
Murutinga 

do Sul 
Dois Irmãos 

- - - - - 

117 
Murutinga 

do Sul 
Dois Irmãos 

- - - - - 

118 
Murutinga 

do Sul 
Dois Irmãos 

- - - - - 

119 
Murutinga 

do Sul 
Dois Irmãos 

- - - - - 

120 
Murutinga 

do Sul 
Dois Irmãos 

- - - - - 

121 
Murutinga 

do Sul 
Esmeralda 

- - - - - 

122 
Murutinga 

do Sul 
Esmeralda 

- - - - - 

123 
Murutinga 

do Sul 
Esmeralda 

- - - - - 

124 
Murutinga 

do Sul 
Esmeralda 

- - - - - 

125 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 
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126 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

127 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

128 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

129 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

130 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

131 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

132 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

133 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

134 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

135 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

136 
Pereira 

Barreto 
Terra é Vida 

- - - - - 

 

Legenda: + = positivo 

                - = negativo 
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10.5 ANEXO 5 – Folder Educativo 

 

 


