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RESUMO

RODRIGUES, L. P. Investigacdo da presenca de Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi em
pequenos mamiferos silvestres no municipio de Botucatu, Sdo Paulo. Botucatu, 2022. 71 p.
Dissertacdo (Mestrado em Animais Selvagens) Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (FMVZ — UNESP).

Problemas ecoldgicos envolvendo a destruicdo da fauna e da flora sdo consequéncias da
crescente urbanizacdo, promovendo maior contato com animais sinantrépicos, possibilitando a
emergéncia ou reemergéncia de zoonoses como leishmanioses e doenca de Chagas. O papel
dos mamiferos silvestres como potenciais reservatorios tem sido discutido. Espécies silvestres
de ordens distintas como gambaés (Didelphis spp.) e roedores ja se apresentam como potenciais
reservatorios de Leishmania spp. € Trypanosoma cruzi. O presente estudo teve como objetivo
diagnosticar pequenos mamiferos com protozoarios causadores das leishmanioses e/ou doenca
de Chagas, por meio de técnicas moleculares. O estudo foi desenvolvido em Botucatu, Séo
Paulo e foram amostrados fragmentos de vegetacdo natural nas Fazendas Experimentais
Edgéardia e Lageado. Para captura dos animais de vida livre foram utilizadas armadilhas de
interceptacdo e queda, Shermans e Tomahawks, além de animais resgatados em domicilios e
cedidos pela Vigilancia Ambiental em Saude (VAS) de Botucatu. Foram capturados 51
individuos de seis géneros em campo (Didelphis albiventris e Gracilinanus microtarsus,
Akodon sp., Juliomys ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae,
Oligoryzomys nigripes) e 65 cedidos pela VAS (Didelphis albiventris, Guerlinguetus aestuans
e Lutreolina crasicaudata), totalizando 115 animais pertencentes as ordens Didelmorphia e
Rodentia. Os animais foram identificados, tiveram material biol6gico coletado, e ap6s 0s
procedimentos, encaminhados para a soltura em locais adequados. A partir do material coletado
foi realizada a extracdo de DNA e PCRs empregando primers especificos previamente
avaliados em testes de sensibilidade a deteccdo dos patdgenos. Todas as amostras obtiveram
resultados negativos para a presenca de DNA dos agentes causadores de leishmanioses e doenca
de Chagas, os primers se mostraram para detec¢édo destes patdgenos. Ainda que os resultados
obtidos neste trabalho ndo tenham identificado a presencga destes protozoarios nas amostras
analisadas, os pequenos mamiferos foram relatados como reservatérios destes parasitas e a

atencdo para com esses animais deve se manter sempre ativa.

Palavras chave: zoonoses, reservatorio, pequenos mamiferos, leishmaniose, doenga de

Chagas.



ABSTRACT

RODRIGUES, L. P. Investigation of the presence of Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi
in small wild mammals in Botucatu, Sdo Paulo. Botucatu, 2022. 71 p. Dissertation (Master in
Wild Animals) Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, S&o
Paulo State University (FMVZ — UNESP).

Ecological problems involving the destruction of fauna and flora are consequences of increasing
urbanization, promoting more significant contact with synanthropic animals, and enabling the
emergence or reemergence of zoonoses such as leishmaniasis and Chagas disease. The role of
wild mammals as potential reservoirs has been discussed. Wild species of different orders such
as skunks (Didelphis spp.) and rodents are already potential reservoirs of Leishmania spp. and
Trypanosoma cruzi. The present study aimed to diagnose small mammals with protozoa that
cause leishmaniasis and/or Chagas disease, using molecular techniques. The study was carried
out in Botucatu, Sdo Paulo, and samples were collected in fragments of natural vegetation at
the Edgardia and Lageado Experimental Farms. To capture the free-living animals, traps and
pitfalls, Shermans and Tomahawks were used, in addition to animals rescued from homes and
provided by the Environmental Health Surveillance (VAS) of Botucatu. Fifty-one individuals
of six genera were captured in the field (Didelphis albiventris and Gracilinanus microtarsus,
Akodon sp., Juliomys ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae,
Oligoryzomys nigripes) and 64 provided by VAS (Didelphis albiventris, Guerlinguetus
aestuans and Lutreolina crasicaudata), totalling 115 animals belonging to the Didelmorphia
and Rodentia orders. The animals were identified, had biological material collected, and after
the procedures, they were released in appropriate places. DNA extraction and PCRs were
performed using specific primers that underwent sensitivity tests from the collected material.
All samples obtained negative results for the presence of DNA of the causative agents of
leishmaniasis and Chagas disease, the primers were shown to detect these pathogens. Although
the results obtained in this work did not identify the presence of these protozoa in the analyzed
samples, small mammals were reported as reservoirs of these parasites and attention to these

animals must always remain active.

Keywords: zoonoses, reservoir, small mammals, leishmaniasis, Chagas disease.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AIQ — Armadilha de interceptacao e queda
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CAPITULO |
1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Zoonoses e Trypanosomatidae

Problemas ecoldgicos envolvendo a destruicdo da fauna e da flora sdo consequéncias da
crescente urbanizacdo, promovendo maior contato com animais sinantrépicos, possibilitando a
emergéncia ou reemergéncia de zoonoses causadas por diferentes agentes etioldgicos
(FEITOSA et al., 2020). As zoonoses sdo enfermidades que acometem os animais vertebrados,
incluindo os seres humanos (COLVILLE; BERRYHILL, 2007) com ocorréncia global. Essas
doencas incluem uma ampla diversidade de vetores e de agentes patolégicos, como fungos,
virus, bactérias, protozoérios e helmintos, (GUILLAUMOT, 2005; HAN; KRAMER, DRAKE,
2016) e geram impactos na saude unica mundial (FEITOSA et al., 2020).

Nesse contexto, destaca-se aimportancia do conceito de Satde Unica (One Health), que
busca discutir os aspectos indissociaveis da satde humana, animal e ambiental. Essa abordagem
sugere que as condi¢des sanitérias dos seres humanos estdo relacionadas com a satide animal e,
ambas as populac6es, afetam o ambiente no qual coexistem e sdo igualmente afetadas pelo
mesmo (LIMONGI; OLIVEIRA, 2020). Essa percepcdo ampla das situacdes de saude tem
possibilitado a adocdo de medidas mais efetivas de salde-adoecimento e cuidado.

Diante disso, a familia Trypanosomatidae € um grupo que relne espécies de
protozoarios de diversos géneros de interesse médico, veterinario e agricola. Esses
microrganismos sdo capazes de infectar um grande niumero de vertebrados e invertebrados (que
agem como vetores) (PODLIPAEYV, 2001). Os géneros Trypanosoma e Leishmania séo os mais
conhecidos dessa familia e causam diversas doencas (HOARE, 1972) nas quais 0S mecanismos
de interacdo parasita-hospedeiro-ambiente sdo complexos e carecem estudos (COOPER et al.,
2017).

1.2  Leishmania spp. e as leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses ocasionadas por protozoarios do género Leishmania
Ross 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que sdo transmitidas aos mamiferos silvestres,
domeésticos e a0 homem por meio da picada de fémeas de dipteros chamados flebotomineos
(Psychodidae: Phlebotominae) (GALATI; OVALLOS, 2012; MCINTYRE et al., 2017;
QUARESMA,; 2011) e faz parte do grupo de doencas tropicais negligenciadas (DTNSs)
(BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021).
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Os flebotomineos sdo insetos conhecidos popularmente como “mosquito-palha” e
geralmente se deslocam por apenas alguns metros, durante o crepusculo ou a noite. Os
criadouros naturais incluem diversos microhabitats, mas a maioria das espécies estao associadas
a ambientes naturais como florestas e cavernas. De maneira geral, se adaptam bem a locais
umidos, escuros e ricos em matéria organica (MARCONDES, 2011). Ao se alimentarem de um
reservatorio vertebrado parasitado os flebotomineos sdo infectados. Por meio do repasto
sanguineo eles ingerem sangue e tecido contendo macréfagos com amastigotas, que se

diferenciam em promastigotas no sistema digestivo do vetor (AZAMI-CONESA et al., 2021).

Estas doencas apresentam uma heterogeneidade epidemioldgica e clinica atribuida a
diversidade de espécies de parasitas, vetores e hospedeiros vertebrados envolvidos
(QUARESMA, 2011). A maioria dos humanos e animais infectados pelo parasita nao
desenvolvem sintomas mas, quando presente, a doenca pode seguir trés formas clinicas basicas
em humanos: cutanea, mucocutanea e visceral enquanto que, em animais, sdo observadas
apenas as formas cutanea e/ou visceral (AZAMI-CONESA et al., 2021).

Historicamente, as leishmanioses tem sido difundidas em climas tropicais em varios
continentes, incluindo Europa, Africa, Asia e Américas (MAXFIELD; CRANE, 2021). Até o
ano de 2018, 92 paises foram considerados endémicos ou ja haviam reportado casos de

leishmanioses dos tipos cutanea e/ou visceral (OMS, 2020).

1.2.1 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma enfermidade infecciosa, ndo contagiosa, que
produz Ulceras na pele e mucosas. Existe uma variedade de protozoarios envolvidas nos casos
de LT no Brasil, dentre essas, as mais importantes sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Estima-se que, anualmente ocorram um milhdo de novos casos de LT no mundo (OMS
2020). No continente americano ha registros de casos de LT desde os Estados Unidos até a
Argentina, com excecio do Chile e Uruguai (RODRIGUEZ; DIAZ; PEREZ, 2013).

Todas as regides do Brasil possuem registros de casos de LT devido as caracteristicas
especificas de ocupacéo de territdrios e de ecossistemas que propiciam a existéncia de habitats
e ambientes onde localizam-se diferentes vetores e hospedeiros do parasita. No entanto,
ambientes florestais antropizados associados ao desmatamento e a urbanizacdo préximas as
florestas apresentam casos mais frequentes da doenga, favorecendo o desenvolvimento do ciclo
peridomiciliar das leishmanioses (NEGRAO; FERREIRA, 2014).
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Estima-se que de 72.000 a 120.000 pessoas sejam afetadas no Brasil anualmente. E no
estado de S&o Paulo foram notificados 4.388 casos entre 0s anos de 2007 a 2018, além de 221
casos no ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). N&o foram encontrados dados do

contexto municipal de LT na cidade de Botucatu

Os roedores silvestres sdo considerados 0s principais reservatorios da espécies de
Leishmania causadoras da LT (AZAMI-CONESA et al., 2021).

1.2.2 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral é uma doenca de evolugdo crbnica, com acometimento
sistémico e, quando ndo tratada de forma adequada, pode levar a 6bito em até 90% dos casos.
Em humanos, apenas uma parcela dos individuos infectados desenvolve a enfermidade. Estima-
se que ocorram anualmente 30.000 novos casos de LV (OMS 2020). No Brasil o agente
etioldgico da LV é a Leishmania (Leishmania) infantum (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O Brasil é o pais com maior ocorréncia de LV na América Latina, tendo em média 90%
dos casos registrados no continente. O primeiro caso foi descrito em 1913 no Mato Grosso. No
ano de 1934, 41 casos foram identificados em laminas de viscerotomias praticadas post-mortem
em pacientes da regido Norte e Nordeste. A partir deste momento, a enfermidade vem sendo
descrita em varios municipios brasileiros, incluindo mudancgas importantes no padrdo de
transmissdo. Anualmente sdo registrados em média cerca de 3.500 casos (2,0 casos/100.000
habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A evolucao da leishmaniose visceral no estado de Sdo Paulo vem ocorrendo de maneira
concomitante ao desmatamento associado as fronteiras agricolas no centro-oeste do estado
(MORETTI; FERREIRA, 2011). Até a década de 90, o estado de S&o Paulo era considerado
livre de casos autoctones de LV, onde 0s vetores estavam presentes apenas em areas rurais de
alguns municipios (PAULA et al., 2020). Todavia, esse cenario vem se modificando e, até o
ano de 2018, o vetor Lutzomyia longipalpis foi detectado em 201 municipios do estado
(SUCEN, 2018). De acordo com o Ministério da Saude, foram registrados 72 casos de LV em
humanos no ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

No municipio de Botucatu ndo foram identificados casos positivos autoctones de LV
(COIRO et al., 2014) e o vetor Lutzomyia longipalpis ndo foi encontrado nos levantamentos
entomoldgicos realizados pela SUCEN até o ano de 2018. Entretanto, ha registros do vetor em

cidades préximas como Agudos, Bauru e Barra Bonita e recentemente (SUCEN, 2018).
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O cédo doméstico (Canis lupus familiaris) atua como importante reservatorio de L. (L.)
infantum, sendo a principal fonte de infecgéo para 0os humanos em ambientes urbanos. Estima-
se que, para cada caso humano relatado, exista em média 200 cdes infectados (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

Um estudo empregando anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum foi
realizado em mamiferos silvestres de vida livre pertencentes a 38 especies na regido de
Botucatu. O resultado mostrou anticorpos nas espécies Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-
branco), Lepus europaeus (lebre europeia), Sphiggurus villosus (ourigo-cacheiro), Nasua nasua
(quati), Eira barbara (irara) e Galictis (furdo). Ja os gambas ndo foram soropositivos nesse
estudo, porém a possibilidade infeccdo nesses animais ndo deve ser descartada (PAIZ et al.,
2015).
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1.3 Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana, conhecida como doenca de Chagas também é uma
doenca tropical negligenciada (DTN), causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021). E
considerada um problema de saude com implicacdes socioecondmicas em paises da América
Latina, devido a mortalidade precoce, altos custos com assisténcia médica e previdenciéria,
além da perda de anos de vida por incapacidade (SIMOES et al., 2018; WHO, 2002).

A enfermidade apresenta uma fase aguda, que pode ser sintomatica e uma fase cronica
que se manifesta de diferentes formas. A transmissdo ocorre de diversas maneiras, com
destaque para a vetorial, devido ao contato com as fezes dos “barbeiros” (ordem, subfamilia
Triatominae) contaminadas (GURGEL-GONCALVES et al., 2012; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020). Além disso, pode ser transmitida via oral, por ingestdo de alimentos
contaminados, ou ainda transfusdo de sangue infectado, transmisséo vertical, transplante de
6rgéos e acidentes de laboratério (GUHL; RAMIREZ, 2021) .

Anteriormente, essa doenca era considerada um problema de satde publica apenas na
América Latina contudo, se expandiu para areas nao endémicas como Canada, EUA e paises
da Europa (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014). Atualmente estima-se que sete milhdes
de pessoas estejam infectadas pelo protozoario em todo o mundo e 75 milhdes de pessoas

correm risco de contrair a infecgdo. (WHO, 2022).

Os primeiros dados entomologicos e soroldgicos sobre a doenca no Brasil foram
realizados entre os anos de 1975 a 1983 trazendo informaces sobre as areas endémicas da
enfermidade e priorizando esses locais para as acfes de controle (SILVEIRA, REZENDE,
1994). Por meio de programas de controle vetorial e melhoria nas condi¢fes de moradia, houve
uma diminuicdo na incidéncia da doenca. No entanto, no Nordeste, 0 nUmero de casos ainda é
alarmante, tendo em vista que essa regido possui uma grande quantidade de vetores secundarios
(ARRAIS et al., 2019; COSTA et al., 2018).

Atualmente a transmissdo oral tem se mostrado uma importante via de infeccdo no
Brasil, e esta frequentemente envolvida nos casos agudos de DC registrados no pais nos ultimos
anos, com destaque para a regido amazénica (MARTINS-MELO; CASTRO; WERNECK,
2021; SANTOS et al., 2020). Isso ocorre dado ao elevado consumo de alimentos contaminados
e ndo pasteurizados, como produtos naturais de palma acai (Euterpe oleracea) e bacaba
(Oenocarpus bacaba) (SANTOS et al., 2020).
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No estado de S&o Paulo, entre os anos de 1985 e 2006, foram registrados em média
40.000 6bitos por DC (SANTO, 2009). Até 2019, a Superintendéncia de Controle de Endemias
(SUCEN), foi o orgao responsavel pela investigacdo da presenca dos vetores associados as
infeccdes por T. cruzi em ambiente intradomiciliar (DE CARVALHO et al., 2011). Atualmente
existem fatores que geram preocupacgdo quanto a possivel reemergéncia da transmissao vetorial
no estado: o frequente encontro de marsupiais (Didelphis spp.) (TEODORO et al., 2019) e
triatomineos (Panstrogylus megistus) (RIMOLDI et al., 2016).

Existem registros disponiveis sobre paciente positivos que realizam ou realizaram
acompanhamento médico ambulatério de Doencas Tropicais do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. A maioria dos casos esta associada a provaveis picos de
transmisséo entre 1950 e 1970, no entanto, até o ano de 2018, novos pacientes foram acometidos
(NUNES, 2020). Acredita-se que pessoas que foram infectadas até o ano de 1983 tém
conhecimento de como contrairam a doenga (DE GODOY’; MEIRA, 2007).

Cachorros e gatos também foram diagnosticados como positivos para T. cruzi
(LUCHEIS et al., 2005; LUCIANO et al., 2009; TRONCARELLI et al., 2009; ELOY, 2010;),
0 que poderia indicar um novo ciclo de transmissdo em que algum vetor secundario possa estar
envolvido, mesmo que nédo tenha sido detectado em residéncias, criando um estado de alerta
para a vigilancia da doenca na cidade (LUCHEIS et al., 2005). Os dados sobre DC em Botucatu
referem-se a seres humanos e cachorros, sem informacdes sobre a participagdo de mamiferos

silvestres como reservatorios.

1.4 Pequenos mamiferos como reservatério de Leishmania e Trypanosoma

Os pequenos mamiferos sdo os responsaveis pela formagdo do grupo ecol6gico mais
diversificado e que compdem a maior parte da riqueza de mamiferos brasileiros. No Brasil
existem, em média, 240 espécies de pequenos mamiferos (REIS et al., 2006). No entanto, esse
namero pode ser subestimado, devido as grandes divergéncias taxondmicas e as descobertas de
novas espécies que vem ocorrendo ao longo dos anos (WEKSLER et al., 2020).

Esses animais apresentam caracteristicas bem definidas, como tamanho reduzido, alta
taxa metabdlica e uso de territorios de pequena dimensédo, além de diversas estratégias de
forrageamento (COROMINAS, 2004), sendo capazes de responder de maneira efetiva as
modificagdes ambientais (PARDINI et al., 2005; NICOLA, 2009). Em contrapartida, existem
algumas espécies generalistas que séo favorecidas pelo desmatamento e também vetores de
doengas humanas (DONALISIO et al., 2008; UMETSU; PARDINI, 2007).
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O papel de mamiferos silvestres como potenciais reservatérios tem sido discutido em
relatos ocasionais de manifestacGes clinicas de leishmaniose em espécies silvestres de ordens
distintas (DIAZ-SAEZ et al., 2014). Algumas espécies ainda apresentam poucos estudos no
entanto, o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), gambas (Didelphis spp. e D. marsupialis) e
roedores (Akodon cursor, Necromys lasiurus, Rattus rattus, entre outros) ja se apresentam como
potenciais reservatorios de Leishmania sp. e tem sido descritos em areas de transmissdo nas
Américas (ACHILLES, 2018; ROQUE; JANSEN, 2014).

Os marsupiais sdo os mamiferos com relatos mais frequentes de infecgdo por T. cruzi
em todos os biomas (BARROS et al., 2017). Os gambas s&o reconhecidos como reservatorios
e podem ter um papel importante no ciclo de transmissdo (ROQUE et al., 2008). Sabe-se que
estes animais podem se infectar com T. cruzi por via oral pois sdo onivoros e se alimentam tanto
de triatomineos quanto de outros pequenos mamiferos que podem estar infectados. (JANSEN;
XAVIER,; ROQUE, 2018).

A propagacdo das leishmanioses e DC ocorre de areas florestadas para areas
antropizadas e/ou periurbanas pela adaptacéo do vetor por meio do processo de sinantropizagédo
(GUERRA et al., 2015; REIS et al., 2013). Os animais silvestres infectados servem como
reservatorio e como fonte dos protozoarios para 0s vetores, contribuindo para a manutencao e
ciclo de transmissdo dos patdgenos aos seres humanos.

Partindo deste pressuposto, roedores e marsupiais sinantropicos assumem um papel
importante como hospedeiros, tendo em vista a facilidade de adaptacdo de algumas espécies
aos ambientes peridomiciliares (KHLYAP; WARSHAVSKY, 2010) e por serem considerados
reservatorios de relevantes parasitas zoonoticos (HAN et al., 2015; HAN, KRAMER; DRAKE,
2016).

Ainda que o conhecimento sobre a infecgdo por protozoarios do género Leishmania e
Trypanosoma tenha crescido ao longo dos anos, por ora ha escassez de informacdes sobre a
participacdo efetiva das diferentes espécies de protozoarios e mamiferos envolvidos na
transmisséo dessas doencas (PAIZ, 2018). Entre os fatores que contribuem para essas lacunas
de informacdes sobre o tema podemos citar as dificuldades referentes ao estudo da relacdo
parasita-hospedeiro em mamiferos silvestres e ao isolamento e identificacdo das espécies de
parasitas nesses animais (ROQUE; JANSEN, 2014).
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1.5  Biologia molecular como ferramenta de diagnostico

Uma das metodologias aplicadas rotineiramente na biologia molecular, a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), passou a ser utilizada como método alternativo no
diagnostico de doencas infecciosas, em consequéncia da sua alta capacidade de detectar
microrganismos patogénicos com alta sensibilidade e especificidade (HOFMANN; GRIOT,
CHAIGNAT et al., 2008). Desta forma, torna-se uma ferramenta de diagndstico valiosa para a
deteccdo e monitoramento de doencas infecciosas em animais, empregando diferentes amostras

biolégicas com baixas quantidade de DNA como leite, sangue, fezes, secreces e tecidos.

Outra vantagem da técnica PCR é que ndo € necessario encontrar patdgenos viaveis nas
amostras bioldgicas, o que facilita o diagnéstico de doencas complexas e a identificacdo de
microrganismos patogénicos que possuem alto potencial zoonotico e com crescimento in vitro
lento e fastigioso. Em vista disso, a técnica PCR é recomendada e prescrita pela Organizagdo
de Salde Animal como método de diagndstico de diversas doengas infecciosas (HAAS;
TORRES, 2016).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Por meio deste estudo foi possivel descrever a comunidade de pequenos mamiferos de
vida livre das Fazendas Experimentais Edgardia e Lageado e a distribuicdo de pequenos
mamiferos sinantrépicos no municipio de Botucatu.

e Os resultados negativos da presenca de DNA de Leishmania spp. nos animais
capturados corroboram com os dados referentes a auséncia de casos autoctones de
leishmaniose visceral no municipio de Botucatu.

e Ainda que os resultados obtidos neste trabalho ndo tenham identificado a presenca de
Trypanosoma cruzi nos possiveis hospedeiros, a literatura mostra 0s marsupiais
didelfideos como reservatorios naturais deste parasita e a atencdo para com esses
animais deve se manter sempre ativa.

e Este é o primeiro estudo que investiga Leishmania spp. e T. cruzi. em roedores silvestres
em Botucatu, SP, contribuindo para o conhecimento atual ndo s6 nos aspectos
relacionados a vigilancia ambiental e ao controle de endemias no municipio, mas

também aos aspectos ecoldgicos.
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