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RESUMO

Diversos patogenos de importdncia em saude publica tiveram origem em
animais silvestres. Entretanto, estudos sobre eco-epidemiologia ainda sdo escassos, uma
vez que a utilizagdo desses animais em pesquisas ¢ cada vez mais restrito, fato que
dificulta a realiza¢do de estudos quanto a distribuicao desses patdgenos na natureza. As
ferramentas moleculares tém-se mostrado altamente sensiveis e especificas e vem sendo
cada vez mais empregadas em estudos epidemiologicos de diversos patdégenos. O
presente estudo quantificou, por meio de PCR em tempo real, patdgenos importantes em
saude publica, Leishmania spp., Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi, em
exemplares de animais silvestres atropelados. Os dados moleculares obtidos a partir dos
animais aqui avaliados, bem como informag¢des sobre a ocorréncia do patdogeno
causando enfermidades em seres humanos, possibilitaram o mapeamento de locais de
ocorréncia de micro-organismos de interesse em saude publica. O conhecimento da
distribuicdo desses patdgenos permitira a tomada de medidas preventivas frente a novos

casos de infecgdes.

Palavras Chaves: Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi,

animais atropelados, eco-epidemiologia, biologia molecular.



ABSTRACT

Many public health importante pathogens had their origin on wildlife animals.
However, eco-epidemiological studies still remain scarce, once these animals use on
researches are more and more restrict, what makes difficult studies about these
pathogens’ distribution on nature. Molecular tools have shown highly sensitive and
specific, increasing their use in epidemiologic studies of many pathogens. The present
study quantified through real time PCR, important pathogens of public health concern,
Leishmania spp., Toxoplasma gondii, and Trypanosoma cruzi, in road-killed wild
animals’ specimen. Molecular data obtained from the animals evaluated in this study, as
well as the information about the occurrence of the pathogen causing disease in human
made it possible to map the place of occurrence of microrganisms of public health
interest. The knowledge of distribution of these pathogens will allow that preventive

measures when new infection cases occur.

Key words: Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, road-

killed wild animals, eco-epidemiology, molecular biology.



1. INTRODUCAO

Aproximadamente 75% das doengas infecciosas emergentes em humanos sdo
zoonoses. O aumento da interdependéncia humana com os animais e seus produtos pode
ser o fator de risco mais critico para a saide humana e bem-estar em relagao a doencgas
infecciosas (American Veterinary Medical Association, 2008).

O aumento populacional humano, a expansdao das fronteiras agricolas ¢ a
urbanizagdo afetam o clima, as doengas e as interacdes homem x animal (Linthicum et
al., 2008). O contato do homem com o animal se tornou maior através do desmatamento
ocasionado pela agricultura, onde o homem invadiu o habitat silvestre e teve contato
maior com diferentes espécies.

Devido ao aumento da populagdo humana ha a necessidade de maior produgao
de alimentos, constru¢do de condominios e rodovias proximos a areas de mata, além da
pratica do eco-turismo, tendo novamente um cenario onde o homem se aproxima cada
vez mais do habitat dos animais silvestres. A proximidade geografica entre 0 homem e
os animais permite o estabelecimento de um agente em outro hospedeiro, inclusive o
homem (Brown, 2006), que ¢ um dos fatores relacionados a emergéncia de doencas
infecciosas de carater zoonotico, além dos fatores de adaptacdo do agente a tal
hospedeiro.

As zoonoses com origem em animais silvestres representam a mais significante e
crescente ameaca para a saude global e todas as doencas infecciosas emergentes. Das
doencas infecciosas emergentes, 60,3% sdo zoonoses, ou seja, com origem nos animais,
sendo 71,8% oriundas de animais silvestres e 52% destas terem surgido na década de 90

(Jones et al., 2008).

1.1 Leishmania spp.

As leishmanioses sdo zoonoses de grande importdncia em saude publica que
persiste em varios continentes compreendendo principalmente as regides tropicais e
subtropicais. Estd amplamente distribuida em 88 paises com uma prevaléncia superior a
12 milhdes de pacientes humanos, sendo que 90% dos casos de leishmaniose visceral
ocorrem na India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (Who, 2005). Na América Latina,
90% dos casos de leishmaniose visceral sdo notificados no Brasil (Silva et al., 2010).

Isto se deve além do grande territério brasileiro e suas diferentes situagdes



epidemioldgicas a notificacdo dos casos, o que pode ndo ocorrer em relacdo a outros
paises latino-americanos.

As leishmanioses cutaneas inclui um grupo de doengas comumente referidas por
suas caracteristicas clinico-patoldgicas como forma cutanea, cutdneo-mucosa e cutaneo
difusa e no Velho Mundo s3o causadas pelas seguintes espécies: Leishmania
(Leishmania) tropica, na Bacia do Mediterraneo, Proximo e Médio Oriente, Asia
Central, Paquistdo e India; L. (L.) major de distribuicdo rural na Asia Central, India,
Paquistdo, Oriente Médio e Norte da Africa; L. (L.) aethiopica na Africa. No continente
americano encontram-se, as espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis,
Leishmania(V.) lindenberg e L. (L.) amazonensis. Também s3o conhecidas as espécies
que raramente acomete o homem L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) colombiensis ¢
L. (V) naiffi e outras espécies que até agora nao sdo patogénicas ao homem L. enrietti,
L. hertigi, L. deanei, L. sristidesi e L. forattinii (Rey, 2001).

As espécies que causam leishmaniose visceral (LV) s3o: L. donovani e L.
infantum (syn. chagasi). Estima-se que a cada ano 500.000 novos casos de LV e mais
de 50.000 mortes, uma taxa que ¢ somente superada pela malaria entre as enfermidades
causadas por parasitas (Mauricio et al., 2000; Lukes et al., 2007; WHO, 2010).

A espécie L. donovani é encontrada na Africa oriental e na India sendo
caracterizada por infetar todos os grupos da populagdo e a espécie L. infantum (syn.
chagasi) ¢ encontrada em parte do continente asiatico, africano e europeu. Estudos
recentes demonstram que no Novo Mundo, a espécie envolvida ¢ L. infantum (syn.
chagasi), foi importada da Europa durante a coloniza¢do portuguesa e espanhola. Essa
espécie possui algumas caracteristicas bioquimicas e moleculares semelhantes, tais
como a existéncia para ambas de canideos como reservatorios silvestres e domésticos, a
prevaléncia maior da doenga em criangas € imunossuprimidos e a semelhanca da doenga
observada no homem e no cdo (Kuhls et al. 2011, Leblois et al. 2011)

A transmissdo da leishmaniose ocorre pela picada de fémeas infectadas do
género Phlebotomus ou Lutzomyia (Diptera: Psychodidae; Phlebotominae), com
Lutzomyia longipalpis sendo o mais importante vetor do parasita no Brasil em
hospedeiros susceptiveis como o homem e os cdes. A transmissao ocorre enquanto
houver o parasitismo na pele ou no sangue periférico do hospedeiro (Brasil, 2005).

Até meados da década de 70 a LV era considerada uma enfermidade

primariamente rural ou silvestre, mas nos ultimos anos observou-se sua urbanizagao,



expansdo de areas endémicas e aparecimento de novos focos (FUNASA, 2002; Brasil,
2006). Diversas modificagdes ambientais de origem natural ou antrépica colocaram o
cdo e o homem como alternativas mais acessiveis ao vetor e proporcionaram essa clara

mudancga na ecoepidemiologia da doenga.

1.2 Trypanosoma cruzi

Desde o tempo da descri¢ao do Trypanosoma cruzi e da doenca de Chagas,
muitos estudos tem tentado correlacionar as subpopulagdes distintas do parasita com
espécies de mamiferos ou de insetos hospedeiros, a evolugdo da doen¢a humana e / ou
distribuicdo geografica, mas, até agora, estas questdes continuam em aberto (Miles et
al., 1978, 1981).

A doenga de Chagas ¢ causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi da familia
Trypanosomatidae, e ocorre no Continente Americano. Sua transmissdo ocorre atraveés
de um vetor, o inseto Triatoma infestans, mais conhecido no Brasil como barbeiro. Seu
ciclo evolutivo inclui a passagem obrigatoria por hospedeiros mamiferos, além de
insetos comumente chamados barbeiros. Nos barbeiros, o 7. cruzi multiplica-se no tubo
digestorio, sendo as formas infectantes eliminadas com suas fezes e urina, que uma vez
depositadas perto da picada do inseto, podem entrar na circulagcdo do vertebrado. No
hospedeiro vertebrado, circula no sangue e sofre multiplicagdo nos tecidos (Coura,
2003). Outras formas de transmissdo conhecidas estdo, além da transmissdo vetorial, a
transmissao por transfusdo sanguinea (Fong et al., 2014); por transplante de o6rgdos solidos,
ocorrendo principalmente em paises ndo endémicos para a tripanossomiase (Huprikar et al, 2013);
por transmissdo congeénita (Carlier et al, 2015); por acidentes laboratoriais (Herwaldt, 2001); e a
infecgdo transmitida pela ingestdo de alimentos contaminados com fezes e/ou urina contendo as
formas tripomastigotas de 7. cruzi (Barbosa et al, 2012; Nobrega et al, 2009; Souza-Lima et al,
2013; Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012). O Trypanosoma cruzi ¢ amplamente distribuido
na América Latina e considerado um parasita eclético que circula em ambientes
silvestres, peridomiciliares e doméstico (Garcia et al., 2007). Estudos epidemiologicos
mostram a grande suscetibilidade do homem, do cdo e gato. A modificacdo ambiental
antropica, principalmente a substitui¢do da floresta natural por terra cultivada, passou a
constituir um problema, ou seja, houve a domiciliagdo dos vetores, deslocados de seus
ecotopos silvestres originais e também a adaptacdo de vertebrados silvestres, como os

marsupiais e roedores a ecotopos artificiais (Walter, 2003). A importancia dos
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mamiferos no ciclo silvestre do 7. cruzi é destacada por varios autores (Wells et al.,
1981; Fujita et al., 1994; Cortez et al., 2006), sendo importante conhecer como os
animais silvestres contribuem para a manuten¢do da endemia e a sua participagdo na
transmissao para o homem.

Apesar de muitos estudos terem sido conduzidos em relacdo ao agente da
Doenga de Chagas, ainda pouco se sabe sobre o real papel dos animais silvestres na

epidemiologia desta importante zoonose.

1.3 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii
pertencente a familia Sarcocystidae e de grande importancia mundial. Tem como
hospedeiro definitivo os felideos domésticos e silvestres (Silva et al., 2001), em cujos
intestinos tem a capacidade de reproducdo sexuada para a eliminagdo de oocistos ndo
esporulados, os quais, ao chegar ao ambiente em condi¢des favordveis de temperatura,
umidade e oxigenacdo, esporulam tornando-se infectantes. A maioria dos mamiferos
serve como hospedeiro intermediario, inclusive o homem, sendo uma doenga infecciosa
congénita ou adquirida (Urquhart et al., 1996).

Os susceptiveis podem se infectar pela ingestdo de oocistos esporulados, sendo a
unica forma de transmissdo para herbivoros (Langoni et al., 2001), e no caso de
humanos, diretamente a partir das mados contaminadas ou pela ingestdo de agua e
alimentos também contaminados com oocistos (Hill e Dubey, 2002). Outra
possibilidade ¢ a ingestdio de bradizoitos presentes na carne de hospedeiros
intermediarios, consumida mal cozida ou crua (Urquhart et al., 1996). A transmissao
congénita acontece quando hé infec¢dao durante a gestacao, pois a forma taquizoitica do
agente atravessa a membrana placentaria difundindo-se nos tecidos fetais com sérias
conseqiiéncias como aborto, hidrocefalia, retinocoroidite, entre outras alteracdes
(Palmer et al., 1998).

Diversos estudos de soroprevaléncia de toxoplasmose foram realizados com
animais silvestres, incluindo: felideos (Silva et al., 2001; Ullmann et al., 2010), tatus
(Silva et al., 2006), primatas nao-humanos (Garcia et al., 2005), raposas vermelhas
(Vulpes vulpes) (Aubert et al., 2010), entre outros. Porém, todos os estudos foram

soroldgicos e nenhum estudo foi realizado utilizando a técnica de PCR em tempo real.
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1.4 Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real

Os avancos da biologia molecular e a utilizagdo de suas técnicas contribuem
para o melhor entendimento dos estudos epidemiologicos e filogenéticos de parasitas
importantes em saude publica. As técnicas moleculares podem ser utilizadas na
identificacdo e tipagem de patogenos, por técnicas como PCR (reacdo em cadeia da
polimerase).

O surgimento da reagdo em cadeia de polimerase em tempo real ou PCR
quantitativa (QPCR) promoveu um avango no diagnostico, uma vez que essa técnica ¢ capaz
de quantificar a carga parasitaria (Kaltenboeck & Wang, 2005; Quaresma et al., 2009).
Esse sistema ¢ baseado no uso de fluoréforos ou sondas fluorescentes que permitem o
monitoramento em tempo real do produto amplificado. Um fluor6foro bastante utilizado € o
intercalante de DNA SYBR Green I, que se liga inespecificamente a fitas duplas de DNA
geradas durante a amplificacdo. Desta forma, o presente estudo contribuird ndo somente
para a verificagdo do parasita nos animais, assim como possibilitara a utilizagdo de

técnicas quantitativas na deteccao dos agentes.

2. OBJETIVOS

Quantificar, por meio de PCR em tempo real, a infeccdo com micro-organismos
causadores de doencas de interesse em satde publica, em exemplares de animais
silvestres atropelados em rodovias da regido centro-oeste do estado de Sdo Paulo. Para
tanto escolhemos os seguintes micro-organismos de interesse em saude publica:

Leishmania spp., Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram coletados 86 animais silvestres mortos por atropelamento de diversas
espécies: Callithrix penicillata, Cavia aperea, Cebus apella, Cerdocyon thous, Dasypus
novemcinctus, Dasypus septemcinctus, Didelphis albiventris, Eira barbara, Euphractus
sexcinctus, Galictis vittata, Hydrochoerus hydrochaeris, Leopardus tigrinus, Lepus
europaeus, Lutreolina crassicaudata, Mazama gouazoubira, Myocastor coypus,
Myrmecophaga tridactyla, Procyon cancrivorus, Puma concolor, Rattus rattus,

Sphiggurus spinosus ¢ Tamandua tetradactyla. Os animais foram necropsiados e
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fragmentos dos tecidos foram congelados a —80° C. Esse estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica em Experimenta¢io Animal desta Instituigdo (n° 211/2008).

3.2. Avaliagdo molecular
3.2.1. Extracdo de DNA
A extragdo do DNA das amostras de tecidos dos animais foram realizadas
utilizando-se o Kit Genomic Prep™ Cells and Tissue DNA Isolation (GE Healthcare —
Amersham Biosciences), segundo instru¢des do fabricante. O DNA foi estocado a -70°C

e utilizado nos experimentos.

3.2.2. Quantificacdo de DNA
A quantificagdo foi avaliada em espectrofotdmetro (NanoVue-GE Healthcare) e

obtidos valores em nanogramas por microlitros (ng/uL).

3.2.3 PCR convencional e eletroforese
A amplificacdo do DNA foi realizada com os primers ja descritos na literatura

para Leishmania spp. da regido ITS1 do DNA ribossomal LITSR e L5.8S (El Tai et al.,
2001).

3.2.4 PCR em tempo real
Para a determinagdo da carga parasitaria foi utilizado o sistema SYBR®Green,

por meio do equipamento StepOne™ Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems). Para a realiza¢do da curva-padrao foram utilizadas amostras de DNA de
ATTC em uma diluicdo seriada nas concentracdes decrescentes de 10°, 10°, 104, 10°,
10%, 10" e 10° parasitas/mL. O niimero de parasitos por grama de tecido foi obtido pela
formula (FN x 1000)/80, onde o fator de normalizacdio (FN) foi obtido por:
(Concentracdo de DNA da curva-padrao/ Concentracdo de DNA da amostra) x nlimero
de amplicons na amostra. Inicialmente foram utilizados os primers ja utilizados no

nosso laboratorio para Leishmania spp., Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi.

4. RESULTADOS

4.1. Animais avaliados e amostras coletadas
Foi realizada a avaliagdo de 86 amostras de animais silvestres atropelados

encontrados mortos em beira de estrada, como mostra a tabela 1.
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Animal ordem familia Espécie Nome popular sexo | Localizagdo geografica Orgios coletados
Al Carnivora Procyonidae Procyon cancrivorus mao-pelada M 22°59°46.02°°S 47° 27° 50.61°W | P, F, R, C, LM.
A2 Rodentia Erethizontidae Sphiggurus spinosus ouri¢o cacheiro F 23°01* 53.00°°S48° 04’ 53.19’W | P, F, B, R, C.
A3 Rodentia Cavidae Cavia aperea prea M [22°56°39.26°’S48° 23 10.64’W | P, F, B,R,C,L.M., A.
A4 Carnivora Canidae Cerdocyon thous cachorro-do-mato M 23°02’ 46.85°S48° 31° 14.66’W | P, F, B,R, C, LM., L.SUBM.
A5 Carnivora Mustelidae Gallictis vittata furdo M [22°50°16.64°°S48° 30’ 58.44”°W | P,F,B, R, C.
A6 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato M | 22°51°02.34°°S48° 30’ 00.43’W | P,F,B,R, C, L.M.
A7 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato M [ 22°56°35.64°°S48° 23’ 01.33”W | P,F,B, R, C.
A8 Carnivora Mustelidae G. vittata furio M [23°01°58.08°’S48° 04’ 14.68’W | P, F, B, C.
A9 Carnivora Procyonidae P. cancrivorus mao-pelada M 22°50” 51.83°°S48° 30° 09.69’W | P, F, B, R, C, L.M.
Al10 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato # 22°53°36.49°°S48°28° 35.76”’W | P,F, B, R, C, LM.
All Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba F 22°54°02.20°°S48° 29’ 25.11’W | P, F, B, LM.
Al12 Didelphimorphia Didelphidae D. albiventris gamba F 22°43°01.56°’S48° 20’ 29.14’W | P, F, B, LM.
Al3 Carnivora Mustelidae Eira barbara irara M [22°49’10.08°°S48° 25 40.03”’W | P, F, B, C,LM.
Al4 Cingulata Dasypodidae Dasypus novemcinctus tatu galinha F 23° 00’ 46.64°°S48° 30’ 28.59’W | P, F, B, R, C, L. M.
AlS Rodentia Erethizontidae S. spinosus ourigo cacheiro M [ 23°00°35.78”°S 48° 30’ 00.28°W | P, F, R.
Al6 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato M [ 22°46° 18.17°°S48° 32 25.74”W | P, B, C, LM
Al7 Rodentia Cavidae C. aperea prea M [22°36°19.20°°S48° 09’ 50.93W | P,F,C,L.M
Al Cingulata Dasypodidae Dasypus septemcinctus tatu 7 bandas M [ 22°01’55.25°S48°31° 02.13’W | P,F,B,R, C, L. M.
Al19 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato # 23°02° 14.35°°S48° 30° 59.53’W | P, F, B, R, C, L M.
A20 Rodentia Cavidae C.aperea pred F 23° 01 38.64°’S48° 05° 18.57’W | P, F, B, R, C, LM.
A21 Cingulata Dasypodidae D. novemcinctus tatu galinha # 23°04°00.58°°S 47°36°24.50°’W | P, C.
A22 Rodentia Erethizontidae S. spinosus ouri¢o-cacheiro # 22°59°52.91°S 47°27°16.02°W P,F,B,R, C.
A23 Pilosa Myrmercophagidae Tamandua tetradactyla tamandud mirim M [23°02°38.94°S 48°31°10.59”W |P,F,B,C,L.M
A24 Rodentia Erethizontidae S. spinosus ouri¢o-cacheiro F 22°49°58.71°°S 48°25°24.75°W F,B,R,C,LM
A25 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato F 22°50°16.00’S 48°25°18.58"W P,F,B,C.
A26 Cingulata Dasypodidae D. novemcinctus tatu galinha M [22°53°09.20°°S 48°27°35.59”W | P,F,B,R,C,L.M.
A27 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato M 22°58°38.55”’S 47°20.59.12°W P,F,B,C,LM.
A28 Carnivora Procyonidae P. cancrivorus mao-pelada # 22°43°20.41°°S 48°37°49.99°W P,F,R, C.
A29 Carnivora Felidae Puma concolor onca-parda # 22°40°51.76”’S 48°40°55.80°W P,F,C.
A30 Artiodactyla Cervidae Mazama gouazoubina Veado catingueiro M | 22°53°28.87’S 48°28°26.63”°W P,F,B,R,C, LM.
A3l Primata Cebidae Cebus apella macaco-prego # 23°05°00.57’S 48°36°22.38°°W | P,F,B,R,C,LM
A32 Lagomorpha - - lebre # 22°52°41.12°S 48°28°54.19”W | P,F,R,C,LM.
A33 Didelphimorphia Didelphidae D. albiventris gamba M [ 22°53°22.06”°S 48°29°18.76”’W | P, F, B.
A34 Didelphimorphia Didelphidae Lutreolina crassicaudata cuica M [ 22°53°25.52”S 48°28°24.73’W | P, F, B.
A35 Didelphimorphia Didelphidae L. crassicaudata cuica M | 22°53°28.55°’S 48°29°29.25’W | P, F, B, L.M.
A36 Rodentia Myocastoridae Myocastor coypus ratdo-do-banhado M | 22°55°53.74°’S 48°24°57.55”’W | F.
A37 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandué-bandeira M [ 22°55°57.01°°S48°20°34.05°W P,F,B, LM.
A38 Cingulata Dasypodidae Euphractus sexcinctus tatu-peba M 22°46°8.09°’S48° 33°45.80”"W P,F,B,R,C,LM., A
A39 Pilosa Myrmercophagidae M. tridactyla tamandua-bandeira F 23°1°51.18”’S 48°30°47.26°W F, B.
A40 Primata Callitrichidae Callithrix penicillata sagui M [22°19°35.40°°S48°57°42.06 "W P,F,B, L.M.
A41 Carnivora Canidae C. thous cachorro-do-mato M | 22°19°26.41°°S48°57°41.95°W F, B, L.M.
A42 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandué-bandeira M [ 22°56°55.51°°S48°15°29.35°0 P,F,B,L.M.,C,Ce,R
A43 Carnivora Felidae Leopardus trigrinus gato do mato F 22°43°39,95°°S48°22°40.12°0O P, F, B,LM,C,Ce,R.
Ad4 Artiodactyla Cervidae Mazama gouazoubira Veado catingueiro M |22°48°35.15°°S48°08°33.45°0 P,F.B,L.M.,R,A,C,Ce
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A45 Pilosa Myrmercophagidae Tamandua tetradacyla tamandud-mirim M 22°51°38.70°’S48°09°59.690 P,F.B,.LM.R,C,Ce
A46 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba M | 22°53°35.49°°S48°26°48.50”°0O P,F,B,R,Ce

A47 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba M [ 22°53°13.75°°S48°26°39.79°0 P,F,B,R,Ce

A48 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba M | 22°53°17.01°’S48°26°35.90°°0O P,F.B,R,Ce

A49 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira M [23°31°23.71°°S47°26°03.64°°0O R,F,.B

AS50 Rodentia Hydrochaeridae Hydrochoerus hydrochoeris capivara F 22°38°21.12°’S48°34°00.96”°0O P,F,B,R,C,L.M.
A5l Rodentia Hydrochaeridae Hydrochoerus hydrochoeris capivara F 22°38°21.12°S48°34°00.96°0 P,F,B,R,L.M.,C
A52 Rodentia Muridae Rattus rattus Rato preto M | 22°53°30.14°’S48°26°57.59°°0 R

AS3 Rodentia Muridae Rattus rattus Rato preto M 22°53°30.15°’S48°26°56.98°0 P,F,B,LM,C,R
A54 Carnivora Canidae Cerdocyon thous cachorro-do-mato M 22°45°20.70°’S47°51°43.38”°0 P,F,B,L.Subm.,C
AS5 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira M [ 22°56°56.56°’S48°14°59.95°0 P,F,B,L.M.,R,C,Ce
A56 Lagomorpha Leporidae Lepus europaeus lebre M [22°43°28.63°°S48°01°18.41”°0 P,F.LM,R,C

A57 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba M | 22°53°27.65°°S48°29°14.05”°0 P,F,B,R,C,Ce

A58 Carnivora Canideo Cerdocyon thous cachorro-do-mato M 22°46°44.49°°S48°07°07.56°0 P,F,C,Ce

A59 Carnivora Canideo Cerdocyon thous cachorro-do-mato M 22°47°28.34°’S48°08°00.47°0 P,F.B.R, C, Ce
A60 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira M [ 22°56°41.09°°S48°17°24.83°0 P,F,B,R,C,L.M.
A61 Lagomorpha Leporidae Lepus europaeus lebre F 22°43°48.83°°S47°48°47.66°0 P,F,B,.L.M.,C,Ce
A62 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gamba M | 22°41'52.51"S47°40'23.01"0 F.B,R, C, Ce

A63 Rodentia Cavidae Cavia aperea prea M | 22°31'29.20"S47°46'05.74"0 P,F.B,R,C

A64 Lagomorpha Leporidae Lepus europaeus lebre F 22°45'08.46"S47°51'39.11"0 P,F.B,R, C,Ce
A65 Artiodactyla Cervidae Mazama gouazoubira veado catingueiro - Regido Jaboticabal P,F.B.LM. R,C
A66 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira - Regido Jaboticabal P,F,B,L.M.,R,C
A67 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gambd M | Jaboticabal P,F.B,L.M.,R,C
A68 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gambd F Jaboticabal P,F.B,L.M.,R,C
A69 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris gambd F Jaboticabal P,F.B,L.M.,R,C
A70 Pilosa Myrmercophagidae Tamandua tetradacyla tamandud-mirim F Monte Alto P,F.B.LM. R,C
A71 Carnivora Canidae Pseudalopex vetulus Raposa do campo M | Araraquara P,F.B.LM. R,C
A72 Carnivora Canidae Pseudalopex vetulus Raposa do campo F Sertdozinho P,F.B,.LM.R,C
A73 Carnivora Felidae Leopardus trigrinus gato do mato M | Taquaritinga P,F.B,L.M.,R,C
A74 Primata Cebidae Callicebus personatus Macaco saua F Sta. Rita Passa 4 P,F.B,.LM.R,C
A75 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira M | Taquaritinga P,F,B,L.M.,R,C
A76 Artiodactyla Cervidae Mazama gouazoubira Veado catingueiro F Ribeirdo Preto P,F.B.LM. R,C
A77 Artiodactyla Cervidae Mazama gouazoubira Veado catingueiro M Ribeirdo Preto P,F.B,.LM.R,C
A78 Cingulata Dasypodidae Dasypus novemcinctus tatu galinha M | Ribeirdo Preto P,F,.B,L.M.,R,C
A79 Didelphimorphia Didelphidae Lutreolina crassicaudata Cuica M | Taquaritinga P,F.B,L.M.,R,C
A80 Primata Atelidae Alouatta spp. Bugio M | Jaboticabal P,F,.B,L.M.,R,C
A81 Carnivora Canideo Cerdocyon thous cachorro-do-mato M |22°53°27.09°’S 48°29°31.62°0 P,F,B,L.Subm.R,C
A2 Didelphimorphia Didelphidae Lutreolina crassicaudata Cuica M 22°53°27.52°’°S 48°29°28.73°0 P,F.B,LM.R,C A
ARB3 Rodentia Erethizontidae S. spinosus ourico cacheiro M 22°52°54.29°°S 48°29°08.77°0 P,F.B.LM. R,C
A84 Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris Gamba M | 22°53°14.83’S 48°29°43.89”°0 P,F,B,L.M.,R,C,L.Subm
A85 Pilosa Myrmercophagidae Myrmecophaga tridactyla tamandua-bandeira M |22°56°40.08°’S 48°17°23.69”°0 P,F.B,L.M.,R,C
A86 Carnivora Felidae Puma concolor onga-parda F 23°06°44.51°°S48°16°23.50”°0O P,F,B,L.M.,R,C, L.Subm

Tabela 1: 6rgdos coletados P = Pulméo, F = figado, B = Bago, L.M = Linfonodo

mesentérico, R = Rim, C = Cora¢do, L. Subm. = Linfonodo Submandibular, Ce = Cérebro;
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4.2 Amplificacdo do DNA
4.2.1 PCR convencional e Eletroforese
Foi realizada a PCR convencional para a triagem do material que foi submetido
a PCR em tempo real (apenas os positivos). Os dados das amostras dos animais

positivos para PCR convencional e seus agentes estao na tabela 2.

Tabela 2: Quantificagdo de DNA e PCR das amostras positivas de animais silvestres
atropelados para T. gondii, T. cruzi, Leishmania spp. € Leishmania chagasi.

Amostras Quantificagdo  Toxoplasma  Trypanosoma  Leishmania Leishmania
DNA gondii cruzi Spp- chagasi
Al - Rim 231ng - - + -
A2 - Pulmao 59ng + - - -
A2 - Bago 98ng + - - -
A2- Rim 187ng + - - -
A4 - Coracao 101ng - - - -
A4 - L. Mesen 65ng - - - -
A6 - Baco 45ng - - + -
A6 - Coracao 33ng - - + -
A7 - Coracgao 97ng - - + -
A9 - Rim 30ng + - - -
A10 -Coracgao 35ng + - - -
A17 -Coracgio 54ng - - + -
A18 - Figado 315ng - - + -
A22 - Figado 124ng - - + -
A22 - Bago 190ng - - + -
A23 - Pulmao 37ng - - + -
A23 - Figado 236ng - - + -
A23- L.Mesen 68,5ng - - + -
A24 - Figado 362ng + - + -
A24 - Bago 877ng - - + -
A24 - Rim 463ng - - + -
A24- L.Mesen 175ng + - - -
A24 -Coracgao 1000ng - - + -
A25- Figado 27ng + - - -
A35 -L. Mesen 413ng + - - -
A37- Bago 299ng + - - -
A39 - Pulmao 931ng + - - -
A39 - Figado 683ng + - - -
A39 -L. Mesen 905ng + - - -
A39 -Coracao 506ng + - - -
A39 - Rim 599ng + - - -
A41 -L. Mesen 11ng - - + -
A41- Figado 45ng - - + -
A42 - Pulmao 75ng + - + -
A4?2 - Figado 79ng + - - -
A42 - Baco 120ng + - - -
A42 -L. Mesen 127ng + - + +
A42- Coracgao 161ng + - + -
A42 - Rim 112ng + - + -
A46 - Figado 159ng + - + -
A46 - Baco 57ng - - + -
A46 - Rim 24ng - - + -
A47 - Pulmao 23ng - - + -
A50 - Pulmao 23ng - - + -
A52-Rim 35ng - - - -
A53-Rim 83ng - - - -

A54 - Pulmio 26ng - = + -
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A54 - Baco 74ng - - + -
A60 - Pulmao 22ng i - + -
A65 - Figado 14ng - + - -
A70 - Pulmao 139ng + - 5 -
A70 -L. Mesen 511ng + - - -
A70 - Adrenal 82ng + - 5 -
A71- L. Mesen 95ng - - + +
A71 - Pulmao 27ng - - + -
A71 - Bago 19ng - - + -
A72 - Pulmao 305ng - - + -
A72 - Figado 101ng - - + -
A72 - Bago 133ng - + -
A76- Coragdo 27ng - + - -
A78 - Pulmao 241ng + - - -
A81 - L. Subm 21ng - - + -
A81-Rim 44ng - - ; )
A83-Pulmao 44ng - - + +
A83-Figado 445ng - - + +
A83-Baco 447ng - - + +
A83-Coracao 130ng - - + +
A83-L.subm 247ng - - + +
A84-Figado 19ng + - = -
A85-Pulmao 70ng - + -

Total de Amostras 28 2 42 7

Total de Animais 14 2 20 3

4.2.2 Teste de inibicdo da PCR
Todas as amostras de DNA de tecido animal com resultado negativo para PCR

foram amplificadas com controle de DNA positivo do micro-organismo de interesse.
Houve amplificacdo em todas as amostras avaliadas, comprovando que nas amostras

ndo haviam inibidores interferindo no processo.

4.2.3 Quantificagdo por PCR em tempo real
Nas figuras 1 a 4 estdo representadas as quantificagdes por PCR em tempo real

para os micro-organismos analisados em amostras de tecido dos animais silvestres

mortos por atropelamento segundo os 6rgaos avaliados.
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Figura 1: Distribuigdo das 28 amostras positivas segundo a quantificagdo de DNA de
T.gondii em cada 6rgao.
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Figura 2: Distribuigdo das 2 amostras positivas segundo a quantificagdo de DNA de
T.cruzi em cada 6rgdo.
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Quantificacao Leishmania spp.
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Figura 3: Distribuicdo das 42 amostras positivas segundo a quantificagdo de DNA de
Leishmania spp. em cada 6rgao.

Quantificacao Leishmania chagasi
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Figura 4: Distribuigdo das 7 amostras positivas segundo a quantificacdo de DNA de L.
chagasi em cada orgao.

5. DISCUSSAO

O atropelamento de animais silvestres em beiras de estradas, embora seja um
problema atual de preservagdo, representa um grande potencial para estudos eco-
epidemiologicos de patogenos. No presente estudo, foram coletados 86 exemplares de

animais silvestres mortos por atropelamento. A utilizagdo dos animais silvestres
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atropelados para deteccdo molecular de micro-organismos representa uma alternativa
viavel para o uso de animais em pesquisas.

Vérios estudos relatam a presenga de 7. gondii em roedores silvestres e
domésticos, membros das ordens Carnivora, Didelphimorphia e Xenarthra (Dabritz et
al., 2008, da Silva et al, 2008; Al-Kappany et al., 2010; Aubert et al., 2010;
Jittapalapong et al., 2010; Yin et al., 2010; Costa et al., 2012), da mesma forma que
Leishmania spp. em mamiferos silvestres, incluindo roedores, carnivoros, primatas e
marsupiais (Alexander et al., 1998; Travi et al., 1998; Curi et al., 2006; Luppi et al.,
2008; Papadogiannakis et al., 2010).

A importancia dos mamiferos no ciclo silvestre do 7. cruzi ¢ destacada por
varios autores (Wells et al., 1981; Fujita et al., 1994; Cortez et al., 2006). Foram
avaliados 5 exemplares da Ordem Artiodactyla, Familia Cervidae, espécie Mazama
gouzoubira. Esta espécie tem porte mediano, pesando entre 17 a 23 Kg, vivendo em
florestas, matas de galeria, bordas de mata, campos, cerrados, caatingas e areas alteradas
com vegetacdo de capoeira. No nosso estudo foi possivel a deteccdo molecular de
amostras de apenas 2 animais positivos da mesma espécie (Mazama gouazoubira —
veado catingueiro) da regido de Ribeirdo Preto e Jaboticabal. Este fato pode ser devido
principalmente a regido de Botucatu ndo ser endémica para o patdgeno ou
caracteristicas ambientais que proporcionaram a diminuicdo da populagdo de
triatomineos.

Das espécies analisadas da Ordem Carnivora, foram avaliados 13 exemplares da
espécie C. thous (cachorro-do-mato). Estes animais podem ser encontrados em varios
tipos de ambiente, do cerrado a Mata Atlantica (Nowak, 1999) e sua abundancia ¢
devida, em parte, ao seu hdbito alimentar generalista, preferencialmente noturno,
deslocando-se por trilhas, em bordas de mata e sobrevivendo em areas degradadas e
antropicas (Rocha et al., 2004). Podem ser observados frequentemente em beiras de
estradas a procura de alimentos como os restos de outros animais atropelados, por esse
motivo o C. thous ¢ a espécie de carnivoro que apresenta elevado indice de
atropelamento (Marinho-Filho, 1992; Vieira, 1996; Pinowski, 2005; Cherem et al.,
2007). No presente estudo, esta espécie foi a mais encontrada. Foi possivel detectar
DNA de T. gondii em amostra de dois exemplares. Na literatura encontramos resultados
semelhantes quanto a positividade, porém utilizando o método soroldgico. Catenacci et
al. (2010) realizaram sorologia para 7.gondii em amostras de 52 C. thous, verificarando

positividade em 10 (19,2%) amostras para anticorpos anti 7. gondii, ja Gennari et al.



20

(2004) encontraram 60% de positividade em amostras de animais provenientes do
estado do Parana e Sao Paulo. Em relagdo a deteccdo de Leishmania spp., encontramos
DNA do parasita em amostras de cinco exemplares de C. thous assim como em outros
dois canideos P. vetulus (raposa-do-campo), sendo detectada a espécie L. chagasi em
amostras de um animal desta espécie. P. vetulus é comumente atacada por caes
domésticos em fazendas e areas periurbanas e podem se infectar por patdgenos por meio
do contato com espécies domésticas (Lemos & Azevedo, 2009). Como ja se sabe o cao
doméstico ¢ considerado reservatorio do parasita e este achado mostra a importancia dos
canideos silvestres como fonte de infeccdo tdo eficiente para os flebotomineos quanto
canideos domésticos, como ja reportado anteriormente por Lainson et al. (1990).

Em rela¢do aos membros da familia Procyonidae, obteve-se a detec¢do de DNA
de Leishmania spp. no animal Al e 7. gondii em amostra do exemplar A9 de P.
cancrivorus (mao-pelada). Essa espécie animal ocorre nas Américas, habitando florestas
equatoriais e tropicais, sempre proximos a rios, brejos, pantanos e mangues. Possui
habitos noturnos, ¢ um bom nadador e escalador. Sua dieta ¢ onivora e consiste
basicamente em frutos silvestres, invertebrados e pequenos vertebrados (Nowak, 1999),
porém esta entre as espécies de carnivoros brasileiros menos estudados (Morato et al.,
2004).

A familia Mustelidae foi representada por um exemplar de E. barbara (irara) e
dois exemplares G. vitatta (furdo). A irara tem habito arbdreo, sdo o6timas escaladoras,
frequentemente vistos em arvores altas. J& G. vitatta (furdo), possui habito terrestre, e €
comumente encontrado ocupando tocas de tatus (Eisenberg & Redford, 1999). Porém
nenhum exemplar dessas espécies apresentou positividade para os patdgenos estudados,
o que pode ser devido ao pequeno numero de animais avaliados.

A familia Felidae foi representada por dois exemplares de L. tigrinus (gato-do-
mato) e dois exemplares de P. concolor (onga parda), esta ultima ameagada de extingao
segundo lista do IBAMA (2003) para o territério nacional. Uma delas foi encontrada
morta na SP-300, proximo ao municipio de Areidpolis, em uma area com plantacdo de
cana-de-agiicar ¢ também de um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual. Da
mesma forma, na literatura, encontramos achados que indicam que a area de vida dessa
espécie em locais com agricultura ¢ comum, porém sua preferéncia ¢ pela vegetagao
nativa. Um fato curioso sobre essa espécie foi a constatacdo, por monitoramento, de
travessias rotineiras em um trecho de intenso movimento na Rodovia Anhanguera,

tornando-se alvo facil de atropelamento (Mantovani, 2001).
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Em relagdo a Ordem Lagomorpha (3 L. europaeus [lebre] e 1 lebre sem
identificacdo de espécie) e Primata (1 Alouatta spp., 1 C. personatus, 1 C.
apella|macaco-prego] e 1 C. penicillata [sagui]), ndo foi detectada a presenca de DNA
dos patogenos estudados, porém ndo se pode concluir que esses grupos animais nao se
infectem, uma vez que ha relatos na literatura de infeccdo por 7. gondii e Leishmania
spp. em lagomorphas e primatas (Sibley et al., 2009)

A Ordem Rodentia foi representada por 14 exemplares, sendo 5 exemplares da
espécie S. spinosus (ourigo-cacheiro), 1 M. coypus (ratdo-do-banhado) e 4 C. aperea
(pred) e 2 R. rattus (rato preto) e 2 Hydrochoerus hydrochoeris (capivara). A espécie S.
spinosus possui pelos modificados em espinhos que se misturam aos pelos propriamente
ditos que revestem a regido dorsal. E um animal solitdrio e arboricola, de habito
crepuscular e noturno, sendo sua dieta constituida por frutos, folhas e cascas de arvores.
(Camara & Murta, 2003). O animal A24 foi encontrado préximo a Fazenda
Experimental Edgardia, situada em area de Prote¢do Ambiental localizada na bacia do
Rio Capivara no municipio de Botucatu-SP, com érea de aproximadamente 1200
hectares (ha). Possui caracteristicas de Floresta Estacional Semidecidual com
remanescentes florestais pouco alterados e areas que passaram por varios niveis de
perturbagdes antrdpicas, além de ambientes de varzea e cerrado (Fonseca & Rodrigues,
2000; Jorge & Sartori, 2002). Possivelmente este animal habitava um fragmento de
mata natural existente na fazenda, visto que sua area de abrangéncia - home range ¢ de
15-20 ha, e trabalhos caracterizando a mastofauna desta regido apontam para uma
diversidade de individuos de varias ordens incluindo os Rodentia (Almeida et al., 2006).
A espécie M. coypus (ratdo-do-banhado) é frequentemente encontrada em matas de
galeria proximas a rios. A espécie R. rattus (rato preto) ¢ comumente encontrada em
ambiente peridomiciliar, pois sdo nesses locais que conseguem abrigo, alimento e dgua,
fatores que possibilitam sua sobrevivéncia. A espécie C. aperea (pred) € terrestre e
solitaria, possui habito diurno e noturno, com maior atividade no crepusculo,
normalmente ¢ encontrado préximo a rios e corregos, onde produzem tuneis rentes ao
solo. Ocupa também areas proximas de lavouras e beiras de estradas, sendo avistados
nesses locais, alimentando-se de gramineas (Marinho-Filho, 1992; Nowak, 1999). A
espécie H. hydrochaeris (capivara) ¢ considerada como o maior roedor vivente, possui
habito semi-aquético e se alimenta principalmente de gramineas e vegetagcdo aquatica
(Nowak, 1999). A deteccdo do DNA de 7. gondii e Leishmania spp. pode representar

um reservatorio destes patogenos, visto que no presente estudo encontramos um numero
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crescente de resultados positivos em diversos oOrgaos de C. aperea (pred), H.
hydrochaeris (capivara), R. rattus (rato preto) e S. spinosus (ouri¢o-cacheiro), fato que
corrobora com os ja descritos na literatura que demostra a importancia desse grupo
animal como reservatorio de varios patogenos de potencial zoondtico (Acha & Szyfres,
1986).

A Ordem Didelphimorphia totalizou 16 exemplares em todo o periodo de
estudo, sendo 12 gambés e 4 cuicas. Os membros desta ordem, representados por
exemplares de D. albiventris (gambas), possuem habito generalista e atualmente ocorre
em areas proximas a habitagdes, incluindo chacaras, quintais e centros urbanos,
normalmente arboricolas ¢ também nas partes superiores (forros) de construgdes
(Camara & Murta, 2003). A cuica (L. crassicaudata) vive ao longo de corpos d’agua
permanentes, em brejos e matas de galeria. Possui habito noturno, dieta onivora com
predominancia de pequenos mamiferos, peixes e insetos (Eisenberg & Redford, 1999).
Este grupo animal ¢ considerado como reservatorio de varias doencas de potencial
zoondtico, incluindo as causadas por fungos, virus, bactérias e parasitas (Forrester,
1992). No nosso estudo, foi possivel detectar 7. gondii em um exemplar de L.
crassicaudata e trés de D. albiventris e Leishmania spp. em dois exemplares de D.
albiventris.

A Super Ordem Xenarthra foi representada por 18 exemplares, sendo 4 D.
novemcinctus (tatu galinha), 1 E. sexcinctus (tatu-peba), 1 D. septemcinctus (tatu de 7
bandas), 3 7. tetradactyla (tamandué-mirim) e 9 M. tridactyla (tamandua-bandeira). Sao
animais terrestres, sendo mais ativos a noite, podendo ser avistados durante o dia
andando em busca de alimentos (Marinho-Filho, 1992). De maneira geral, essas
espécies possuem movimentacdo lenta e sdo pouco ageis, além de terem a audigdo
apenas medianamente acurada e a visdo relativamente pouco desenvolvida, motivo pelo
qual podem ser cegadas pelos fardis dos carros ao cruzarem as rodovias (Melo &
Santos-Filho, 2007).

Os tatus possuem habito fossorial-terrestre, crepuscular/noturno. Sao associais
e passam a vida construindo tocas, geralmente subterrdneas e cavoucando o solo a
procura de alimentos. Possuem habito alimentar: a) Carnivoro-onivoros - género
Euphractus (tatu-peba) que se alimentam preferencialmente de pequenos vertebrados e
invertebrados e algumas vezes de raizes; b) Insetivoros generalistas terrestres - género
Dasypus (tatu-galinha) que se alimentam de besouros, formigas, caracois entre outros

(Feldhammer et al., 1999).
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O tamandua-mirim vive em florestas, savanas e cerrados desde o leste das
Cordilheiras dos Andes até Venezuela e Trinidad e do norte da Argentina até o sudeste
do Brasil. Esta espécie possui habitos tanto noturnos como diurnos, preferindo o dia
para descansar normalmente alojado em buracos nas arvores, assim como habito
terricola como arboricola, preferindo o segundo. Sua home range é de aproximadamente
3,75Km?. Quando em situagdo de ataque, fica apoiado num trip¢, formado pelas patas
traseiras e pela cauda, golpeando com as garras dos membros anteriores e expelindo um
odor fétido (Nowak, 1999).

No Brasil, o tamandua-bandeira ocorre na regido do Amazonas e Planalto
Central até o Cerrado e as bordas da Mata Atlantica nos estados de Sdo Paulo e Parana.
E o maior animal vivo na Super Ordem Xenartra, podendo chegar a 1,20m de
comprimento, sendo acrescido 60-90 cm de cauda, que € peluda e adquire o formato de
uma bandeira. As garras dos membros anteriores sdo mais desenvolvidas em relagdo as
garras dos membros posteriores, uma vez que as utilizam para abrir formigueiros e
cupinzeiros. S3o animais associais e silenciosos, de habitos crepusculares a noturnos.
Sua home range varia de 9Km? até 25Km? (Nowak, 1999).

Existem fortes evidéncias que o nimero de tatus atropelados seja ainda maior
do que o numero refletido de exemplares coletados, pois os funcionarios do DER
relatam que ¢ comum ver esses animais atravessando as rodovias da regido de Botucatu,
principalmente o trecho inicial da Rodovia SP-209, popularmente chamada de
Castelinho, trecho caracterizado pela presenca de remanescentes florestais envoltos por
plantio de Eucalipto. O fato de ndo encontrarmos um numero maior desta espécie pode
ser relacionada ao fato da carne de tatu ser muito apreciada, sendo que animais recém
atropelados podem ser retirados rapidamente das rodovias para o consumo humano.

O resultado positivo de detec¢cdo de DNA de 7. gondii e/ou Leishmania spp.
em 7 dos 12 animais avaliados confirma a alta freqiiéncia de infecgdo em tatus e
tamanduds, reforcando a importancia desse grupo animal como sentinela
epidemioldgica na determinacdo de areas de ocorréncia desses patdgenos. Por outro
lado, a ndo deteccdo em E. sexcinctus (tatu-peba) pode ser devido ao héabito alimentar e
habitat um pouco diferente das outras espécies. O tatu-peba alimenta-se de restos de
animais mortos no solo e suas tocas sdo construidas em ambientes mais secos € em
campos abertos (Nowak, 1999).

No nosso estudo obtivemos deteccdo de género Leishmania em amostras de 20

animais, porém a identifica¢do da espécie L. infantum (syn. chagasi) foi possivel em 3
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animais. Este fato pode ser devido a alguns municipios da regido de estudo ndo serem
endémicos para leishmaniose visceral. Algumas espécies de leishmania, descritas no
Novo Mundo, sdo conhecidos até agora por ndo serem patogénicas ao homem:
Leishmania enriettii (Muniz & Medina, 1948), a Leishmania hertigi (Herrer, 1971), a
Leishmania deanei (Lainson & Shaw, 1977), Leishmania aristidesi (Lainson ¢ Shaw,
1979) e Leishmania forattinii (Yoshida et al., 1979). L. forattinii foi isolado a partir do
figado e do bago de gambas Didelphis marsupialis capturado em Conchas, SP, Brasil
(Yoshida et al, 1979; 1993). Pode-se sugerir que a espécie encontrada nos nossos
estudos seja L. forattinii, uma vez que o local avaliado ¢ proximo daquele em que o
parasita foi isolado pela primeira vez. O sequenciamento destas amostras foi realizado,
porém foi possivel identificar apenas o género, isso pode ser devido a sequéncia génica
da espécie correspondente ao amplicom obtido ainda ndo tenha sido depositado no
GenBank, principalmente em se tratando de amostras obtidas de animais silvestres
ainda pouco avaliados.A PCR quantitativa (qPCR) ¢ uma técnica considerada de alta
sensibilidade e especificidade (Kaltenboeck & Wang, 2005) e possibilitou a
quantificagdo molecular do DNA das 82 amostras positivas. Os resultados mostraram
que ndo houve diferenca entre os 6rgdos avaliados e que a maioria das amostras (80,5%)
apresentou baixas concentragdes de DNA do patogeno, entre 1-50 parasitas/mL ou
bactérias/mL. Este fato pode ser devido ao tipo de amostra avaliada (animais silvestres
atropelados), principalmente se comparada com trabalhos em que héd inoculagao
experimental, onde os niveis da carga de patdgenos sdo bem superiores aos encontrados
NOS NOSS0s experimentos.

Em resumo, os resultados aqui obtidos mostram a problematica da larga
ocorréncia de animais silvestres atropelados em nossas estradas, a0 mesmo tempo em
que enfatiza sobre o aproveitamento deste recurso bioldgico para o estudo da ocorréncia
ambiental de patogenos, e a importancia de alguns deles na manutencdo de agentes

infecciosos de carater zoonotico.
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