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PESQUISA POR AGENTES ZOONOTICOS EM TATUS (MAMMALIA:
CINGULATA) DA ESPECIE EUPHRACTUS SEXCINCTUS DA CAATINGA.
OLIVEIRA, llanna Vanessa Pristo de Medeiros. Pesquisa por agentes zoonéticos em tatus
(Mammalia: Cingulata) da espécie Euphractus sexcinctus da Caatinga, 2021. 64f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal, Sanidade Animal) Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia
Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2021.
RESUMO: A participacdo dos tatus nos ciclos de enfermidades zoondticas possivelmente
atuando como agentes disseminadores dos patégenos vem sendo estudada hd décadas. O
objetivo dessa pesquisa foi avaliar a ocorréncia de Trypanossoma cruzi, Toxoplasma godii,
Leishmania spp. e Leptospira spp. em tatus da espécie Euphractus sexcinctus capturados em
regibes da caatinga no estado do Rio Grande do Norte, no nordeste do Brasil. Foram
capturados 20 animais dessa espécie dos quais foram coletadas amostras de sangue total e de
tecidos de rins, figado, baco, coracdo e pulméo para realizacdo de PCR, Hemocultura e
Soroaglutinacdo microscopica. Para o T. cruzi foram utilizados a hemocultura e o PCR dos
tecidos sanguineo e cardiaco; para pesquisa do T. gondii foi realizado o teste molecular de
PCR de baco, coracao e pulmao; para identificacdo da Leishmania spp. fez-se PCR de baco e
figado e para investigacdo da infeccdo pela Leptospira spp., realizou-se Soroaglutinagdo
microscopica e qPCR. Todos 0s nossos resultados negativaram, exceto um animal que se
mostrou positivo para a Doenca de Chagas no PCR de sangue, ndo apresentando relevancia
estatistica. A auséncia da infec¢do pode indicar que o controle dos patdgenos dentro dos
ciclos urbanos e entre humanos influencia na ocorréncia das doencgas nos animais do ambiente
silvestre da mesma regido, o que também levanta a hipétese de haver uma relacdo direta entre
as infeccdes humanas e de tatus.

Palavras-chave: Zoonoses. Tatu-peba. Nordeste. Brasil.



RESEARCH FOR ZOONOTIC AGENTS IN ARMADILLOS (MAMMALIA:
CINGULATA) OF THE SPECIES EUPHRACTUS SEXCINCTUS FROM CAATINGA.
OLIVEIRA, llanna Vanessa Pristo de Medeiros. Pesquisa por agentes zoonéticos em tatus
(Mammalia: Cingulata) da espécie Euphractus sexcinctus da Caatinga, 2021. 64f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal, Sanidade Animal) Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2021.
ABSTRACT: The participation of tuna in cycles of zoonotic diseases possibly acting as
disseminators of pathogens has been studied for decades. The objective of this research was to
evaluate the occurrence of Trypanossoma cruzi, Toxoplasma godii, Leishmania spp. and
Leptospira spp. in tatus of the species Euphractus sexcinctus captured in caatinga regions in
the state of Rio Grande do Norte, in northeastern Brazil. Twenty animals of this species were
captured from which samples of whole blood and tissues of kidneys, liver, spleen, heart and
lung were collected for PCR, Blood Culture and Microscopic Seraglutination. Blood culture
and blood and cardiac tissue PCR were used for T. cruzi; for T. gondii research, the molecular
PCR test of spleen, heart and lung was performed; identification of Leishmania spp. Spleen
and liver PCR was performed and microscopic seraglutination and gPCR were performed for
investigation of Leptospira spp. infection. All our results were negative, except for one animal
that was positive for Chagas disease in blood PCR, with no statistical relevance. The absence
of infection may indicate that the control of pathogens within urban and human cycles
influences the occurrence of diseases in wild environment animals in the same region, which
also raises the hypothesis that there is a direct relationship between human and tuna
infections.

Keywords: Zoonosis. Six-banded armadillo. Northeast. Brazil.
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1. INTRODUCAO

Existem 21 espécies de tatus incluidas na ordem Cingulata e na superordem
Xenarthra e destas, 11 foram identificadas no Brasil (MEDRI et al., 2006). No Nordeste
brasileiro, onde predomina o bioma caatinga, 0 Euphractus sexcinctus, conhecido
popularmente como tatu-peba, é a espécie mais prevalente (REIS, 2006; MEDRI, 2008).
Esses animais podem ser importantes na manutencdo e transmissdo de varios agentes
infecciosos ao homem, atuando muitas vezes como hospedeiros e reservatorios,
principalmente nas areas rurais, como ja confirmado na epidemiologia da Hanseniase
(CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015).

Sabe-se que as doengas infecciosas tém seu surgimento, em sua maioria, na relagéo
entre animais, homens e meio ambiente, de modo que a maioria dos patdgenos humanos sdo
de origem animal (RAHMAN et al.,, 2020). No Brasil, tatus de vida livre ja foram
relacionados a toxoplasmose, leptospirose, leishmaniose e tripanossomiase (ou doenca de
Chagas) (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2008; LAINSON; SHAW, 2010; ARANTES et
al., 2016). Essas zoonoses possuem transmissdo direta e/ou indireta e a atuacdo dos tatus
como disseminadores das mesmas pode ser justificada pela utilizacdo cultural desses
animais como alimento, em praticas medicinais e na confeccdo de pecas de artesanato em
diferentes regides da América do Sul (CARDONA-CASTRO et al., 2009), inclusive as
zonas rurais do nosso pais, onde esses animais ainda representam uma fonte alimentar
comum (YEO et al., 2005; DEPS et al., 2008, BRILHANTE et al., 2012; KERR et al., 2015;
CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015; DOMOZYCH et al., 2016).

A toxoplasmose é uma antropozoonose distribuida mundialmente, causada pelo
protozoario Toxoplasma godii. A infeccdo pode afetar animais e seres humanos, ocorrendo
apos a ingestdo de oocistos presentes no ambiente, alimentos contaminados com fezes de
felinos infectados, ou apds a ingestdo de bradizoitos através dos cistos de hospedeiros
intermediarios cronicamente infectados. Nesse contexto, os tatus usados na alimentagdo
humana podem indicar risco de contaminacdo aos que os consomem (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Alguns Dasypodideos ja foram detectados como reservatorios de T. gondii,
estando entre eles as espécies Priodontes maximus, Dasypus novemcinctus, E. sexcinctus e
Chaetophractus villosus (CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015).

A leptospirose ¢ uma doenga encontrada em todo o mundo, causada por bactérias
espiroquetas pertencentes ao género Leptospira, transmitida através do contato direto ou



indireto com a urina de animais infectados. No ciclo urbano, a contaminagao ¢
frequentemente associada as populagdes de roedores sinantropicos, porém, pouco se sabe da
epidemiologia dos reservatorios no ambiente ndo domiciliar (SILVA et al., 2008). O homem
e todas as espécies de animais domésticos e silvestres se mostraram susceptiveis a infec¢ao
(OLIVEIRA; ARSKY; CALDAS, 2013), de modo que anticorpos de diferentes sorovares de
Leptospira ja foram encontrados em E. sexcinctus oriundos do Brasil (KIN et al., 2015).

A leishmaniose pode ser causada por mais de 20 espécies de protozoarios pertencentes
ao género Leishmania e constitui um grave problema de salde publica mundial. Séo
parasitas transmitidos por flebotomineos que se infectaram durante repasto sanguineo em
hospedeiros mamiferos (ALVAR et al., 2012). Assim, as investigacdes sobre mamiferos
selvagens sdo muito importantes, incluindo a avaliacdo da exposicdo desses animais para o
vetor e o parasita (FUNASA, 2002; BRASIL, 2006).

Coura e Dias (2009), relatam em seu estudo que no ano de 1912, ao pesquisar o ciclo
silvestre da tripanossomiase americana, causada pelo protozoario Trypanossoma cruzi (T.
cruzi), Carlos Chagas observou que os tatus foram os primeiros mamiferos diagnosticados
com a infeccdo. Desde entdo, relatos de tatus infectados, nas Américas, vém sendo
registrados (NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009), tendo o E. sexcinctus como um dos
hospedeiros identificados (NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009; OROZCO et al., 2013;
TELLERIA; TIBAYRENC, 2010; YEO et al., 2005), demostrando que o conhecimento da
dinamica epidemiologica de T. cruzi nestes animais ainda € deficitario.

Dessa forma, o presente trabalho buscou determinar a ocorréncia dos principais agentes
zoondticos (T. gondii, Leptospira spp., Leishmania spp. e T. cruzi) circulantes entre as
populacBes de tatus e humanos, utilizando métodos diretos e indiretos de diagndstico, além
de fornecer informacBes sobre seus genotipos, com intuito de elucidar o papel
epidemioldgico dos tatus da espécie E. sexcinctus nessas doencas no semi-arido do estado
do Rio Grande do Norte.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter esclarecimentos sobre a infec¢do natural, cadeia epidemioldgica e potencial

zoonotico da Leptospirose, Doenca de Chagas, Toxoplasmose e Leishmaniose em tatus de

vida livre mais prevalentes (Euphractus sexcinctus) na Caatinga, da regido central do estado

do Rio Grande do Norte, através de testes soroldgicos e de biologia molecular.

2.2 ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Obter isolados de Leptospira spp., Trypanosoma cruzi, Toxoplasma godii e
Leishmania spp. oriundos de tatus da espécie E. sexcinctus;

Obter soroprevaléncia e genotipagem dos isolados de T. gondii e T. cruzi
provenientes de tatus da espécie E. sexcinctus naturalmente infectados pertencentes a
regido do semi-arido da Caatinga do estado do Rio Grande do Norte

Determinar genotipagem dos isolados de T. gondii e T. cruzi provenientes de tatus da
espécie E. sexcinctus naturalmente infectados pertencentes a regido do semi-arido da
Caatinga do estado do Rio Grande do Norte, utilizando analise de Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP-PCR) para a determinacéo de gendtipo de T.
gondii e T. cruzi;

Determinar a presenca de Leishmania infantum (L.) e outras espécies de Leishmania
através da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em tatus da espécie E.
sexcinctus naturalmente infectados;

Estabelecer a soroepidemiologia de Leptospira spp. e identificar os sorovares mais
prevalentes usando o Teste de Micro Aglutinacdo (MAT) e confirmacdo com PCR
em tatus da espécie E. sexcinctus naturalmente infectados;

Criar um banco de genotipos dos agentes zoon6ticos provenientes da espécie de tatu
que sera avaliada e estabelecer relacdes filogenéticas com os que ja se encontram

disponiveis na literatura.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LEPTOSPIROSE

A leptospirose ¢ considerada a zoonose mais disseminada no mundo e apresenta
consequéncias para saide humana e animal (HAAKE et al., 2015). Causada por bactérias
espiroquetas pertencentes ao género Leptospira, ela é transmitida pelo contato direto ou
indireto com urina de animais infectados (SILVA et al., 2008). Em humanos, a leptospirose
pode causar desde infec¢do leve até casos mais graves, podendo evoluir para 6bito (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). Os animais selvagens e domésticos sdo fontes de infeccdo para seres
humanos. Alguns deles sdo hospedeiros acidentais, tais como bovinos, suinos, cavalos e
animais de companhia, e atuam como reservatorios para mais de 250 sorotipos conhecidos
de Leptospira (ASSENGA et al., 2015).

A fauna brasileira € muito rica e o conhecimento sobre sua participagdo na
epidemiologia da leptospirose é pouco descrita (FORNAZARI; LANGONI, 2014). Porém,
sabe-se que anticorpos de diferentes sorovares de Leptospira (Hebdomadis, Grippotyphosa e
Cynopteri, Canicola, Castellonis, Icterohemorrhagieae, Hardjo) ja foram encontrados em
espécimes de D. novemcinctus e E. sexcinctus oriundos do Brasil, e Chaetophractus villosus
na Argentina (LINS et al., 1984; KIN et al., 2015). Ainda no mesmo estudo (FORNAZARI,
LANGONI, 2014), foi relatado que as Leptospiras sdo eliminadas principalmente na urina,
contaminando 4agua, alimentos e solo. Num estudo realizado por Fornazzari et al. (2018),
foram feitos testes de quantitative em tempo real de PCR (qPCR) e MAT em 16 espécies de
animais silvestres e apenas um tatu, da espécie D. novemcinctus, apresentou positividade.

A soroprevaléncia de leptospiras em animais saudaveis € um achado importante,
sugerindo niveis de exposi¢do local, que podem ser causa significativa de exposicdo para
outros animais e da infecgdo e aumento do risco para seres humanos (VRIES et al., 2014).
Assenga et al. (2015), em estudo realizado na Tanzénia, identificaram sorogrupos de
leptospiras similares em humanos, ruminantes domésticos, animais selvagens e roedores que
compartilhavam o mesmo ecossistema. 1sso pode ser atribuido a intensa sobreposi¢do destas
espécies, manuseio de carne de animais selvagens e fatores sazonais, como seca e
inundacdes. Diante desses achados, 0s autores ressaltaram que a interacdo desses seres vivos

é um alerta a salde publica quando se considera a transmissibilidade entre eles, fato que



pode também auxiliar no planejamento e controle da transmissdo no &mbito doméstico
(ASSENGA et al., 2015).

3.2 DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas possui trés ciclos distintos de transmissao (doméstico,
peridoméstico e silvestre) (ALVARADO-OTEGUI et al.,, 2012) que podem acontecer
simultaneamente numa mesma regido, sendo caracterizados por diferentes espécies de
reservatorios e vetores. Estima-se que mais de 150 espécies de mamiferos atuem como
reservatorio de T. cruzi nas Américas (RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Os registros desse protozoario na ordem Cingulata foram descritos em D. novemcinctus,
E. sexcinctus, C. villosus, Colobus vellerosus, Tolypeutes matacus e Cabassous unicinctus
(YEO et al., 2005; NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009; TELLERIA; TIBAYRENC,
2010; OROZCO et al., 2013), demostrando que apesar dos tatus serem comprovadamente
reservatorios, pouco se sabe acerca da dinamica epidemiolégica de T. cruzi nestes animais.

Em estudo no nordeste do Brasil, no bioma Caatinga, entre 17 insetos T. cruzi-positivos
que tiveram a sua fonte de alimento caracterizada, trés haviam se alimentado em tatus, sendo
0S mesmos caracterizados como triatomineos (SARQUIS et al., 2010). Tal resultado ressalta
a participacdo dos tatus no ciclo epidemioldgico da tripanossomiase americana, tanto no
ciclo silvestre como no peridoméstico. Além disso, estudos moleculares de genotipagem
revelaram que tatus estdo associados principalmente com o genoétipo T. cruzi-1l (YEO et al.,
2005).

3.3 TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose é uma antropozoonose distribuida mundialmente, causada por um
parasita intracelular obrigatério, o protozoario Toxoplasma godii. Em estudo realizado na
Florida, 12 de 63 (19,05%) tatus foram positivos para anticorpos do toxoplasma no teste de
hemaglutinacéo indireta (HI). Os anticorpos para T. gondii também foram detectados em um
lince norte-americano (Linx rufus), espécie que se alimenta principalmente de coelhos, e
pode se alimentar de roedores, tatus e gambas. Este fato mostra que felinos e tatus séo
hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente (BURRIDGE et al., 1979).

Segundo Silva et al. (2008), o desmatamento e consequente perda de habitat de animais
selvagens aumentam as possibilidades de transmissdo de zoonoses, como a leptospirose e

toxoplasmose, causada pela circulagdo de animais selvagens em ambientes domésticos.



Ainda neste estudo, os autores sugerem que os homens devem evitar ingerir carne de tatu,
uma vez que estes animais podem transmitir toxoplasmose e leptospirose. Isto é
especialmente verdadeiro em relacdo a toxoplasmose, considerando os elevados titulos de
anticorpos para T. gondii observados no referido estudo, e considerando que a infec¢do pode
ser transmitida aos seres humanos por meio da ingestdo de carne crua mal-cozida de
hospedeiros intermediarios selvagens, como a de tatus.

Os tatus sao mamiferos onivoros que habitualmente farejam e reviram o solo em busca
de alimento e, portanto, estao em contato com material potencialmente infectado com fezes
de felinos contendo T. gondii (CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015). Por isso, a
infeccdo por T. gondii nesta espécie pode ser considerada como um indicativo de
contaminagdo com oocistos. Além disso, como os roedores e 0s marsupiais, esses mamiferos
sdo vistos em areas periurbanas, o que aumenta as chances de contato com oocistos
provenientes de felinos. Da mesma forma, a via de transmissao contraria, através da
predacao do tatu infectado pelo felino doméstico, também ¢é possivel, contribuindo para a
manutengao do ciclo do protozoario nestas areas (SILVA et al., 2008). Porém, embora a vida
selvagem possa desempenhar papel importante na transmissdo e manutencao de T. gondii no
ambiente, as informag6es sdo limitadas sobre este parasito em animais selvagens (DUBEY
et al., 2011), de modo que o isolamento do patégeno fornece informacdes valiosas sobre sua
estrutura populacional (VITALIANO et al., 2014). Em infeccdo experimental em
camundongos, Vitaliano et al. (2014) verificaram que os isolados de tatus (D. novemcinctus
e E. sexcinctus) foram virulentos e letais.

Em pesquisa realizada no Chaco paraguaio e boliviano, Acosta et al. (2017), destacaram
a atuacdo do D. novemcinctus como um dos principais reservatérios silvestres para a
linhagem Tclll e, entre os E. sexcinctus analisados nesse mesmo estudo, a positividade para
o T. cruzi identificada por teste molecular de PCR foi de aproximadamente 15%. Poucas
evidéncias foram demonstradas acerca da infeccdo de T. gondii em individuos da
superordem Xenarthra em territorio brasileiro. Vitaliano et al. (2014), detectaram genotipos
desse protozoario na fauna de diversas regides do nosso pais, estando os tatus entre as
espécies infectadas.

Embora a caga ndo seja permitida no Brasil, espécies selvagens sdo cagadas em areas
rurais, servindo como fonte de infecgdo para seres humanos e animais domésticos. Além
disso, a urbanizacdo é caracterizada pela expansdo do povoamento humano, invadindo areas
de natureza e elevando a chance de intera¢fes entre animais selvagens e domésticos, o que

leva a aumento do risco de infeccdo em seres humanos, podendo expandir a transmisséo de



genotipos selvagens de T. gondii para humanos e seres domesticados (VITALIANO et al.,
2014). Este fato condiz com os achados de Alvarado-Esquivel et al. (2012), que descrevem a
soroprevaléncia e fatores que contribuem para a infeccdo de T. gondii em pessoas idosas,

relatando a associacdo do consumo de carnes de tatu e a enfermidade nesta faixa etéria.

3.4 LEISHMANIOSE

No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV) estd presente em 21 estados, enquanto as
formas cutdneas da doenca (Leishimaniose cutanea — LC) foram descritas em todos o0s
estados. Varias espécies de mamiferos silvestres, domésticos e sinantrépicos foram
registrados como hospedeiros ou reservatorios de Leishmania spp. em territdrio brasileiro
(LIMAZetal., 2013; ROQUE; JANSEN, 2014; CARDOSO et al., 2015).

Entende-se como reservatério de uma doenca uma ou VAarias espécies que tém a
capacidade de manter o patégeno vivo e com potencial infectante, e que serdo responsaveis
pela manutencdo do parasita na natureza em um determinado periodo e espaco. A
transmissdao de espécies de Leishmania na natureza ainda possui varias ligacoes
desconhecidas (CARDOSO et al., 2015). Como seres humanos, os mamiferos domésticos e
selvagens também sdo suscetiveis a LV, mas caes (Canis familiaris) desempenham papel
importante no ciclo de transmissdo doméstica, atuando como reservatorios. No ciclo
silvestre, os reservatorios sdo os canideos Lycalopex vetulus (raposas) e Cerdocyon thous
(raposa-do-mato) e os didelfideos Didelphis albiventris (gamba da orelha branca). As
alteracBes ambientais oriundas de mudancas naturais ou ocasionadas pelo homem acabam
por estreitar o contato entre espécies silvestres e domésticas o que favorece a possibilidade
de transmisséo de LV (CURI; MIRANDA; TALAMONI, 2006).

No Brasil, a eco-epidemiologia da LV mudou desde a década de 1970, com 0 processo
de urbanizacdo, expansao das areas endémicas, e o surgimento de novos focos da doenca,
devido as extensas mudangas socio-ambientais. As investigacdes sobre o papel dos
mamiferos selvagens, sdo muito importantes, incluindo a avaliagdo da exposicdo desses
animais ao vetor e ao parasita, que pode ser feito por meio de testes sorologicos (FUNASA,
2002; BRASIL, 2006).

A eutanasia de cdes positivos e a aplicagdo de inseticidas foram estratégias
implementadas para controle de LV no Brasil que além de n&o apresentaram eficacia em
areas endémicas (FUNASA, 2002), ndo impediram a disseminacdo da doenca em outras

regides. Um fator relevante é que as localizagbes endémicas da doenca em humanos estdo



proximas as areas de possivel ocorréncia do ciclo silvestre (WHO, 2010), que tém sido
propostos como uma possivel causa da falta de sucesso no controle da LV (MILLAN;
FERROGLIO; SOLANO-GALLEGO, 2014). Portanto, a importancia de se investigar a
infeccdo nos animais selvagens e incluir as regides nao endémicas na vigilancia se destaca,
apresentando-se como uma nova abordagem para o controle eficaz da doenca (BRASIL,
2006).

Paiz et al. (2015), descreveram, no estado de S&o Paulo, a evidéncia sorologica de
infeccdo por Leishmania (L.) infantum em mamiferos silvestres de vida livre no municipio
de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, onde ndo ha registros de casos em cédes autoctones ou em
humanos de LV. Estes resultados destacam a importancia da elucidacdo do papel dessas
espécies na manutencdo e transmissdo do parasita, e a necessidade de vigilancia
epidemioldgica abrangente e eficaz em areas onde ndo sejam identificadas contaminag6es
em C. familiaris ou a doenga humana nédo ocorrem, especialmente em regides onde existem
0 aumento de contato entre ambientes urbanos e selvagens.

Na superordem Xenarthra ja foram identificadas diversas espécies de Leishmania.
Porém, os registros se concentram na ordem Pilosa, com ao menos sete espécies do parasita
sendo detectadas em quatro espécies de preguigas e tamanduas (ROQUE; JANSEN, 2014).
Por outro lado, apesar dos registros na ordem Cingulata serem escassos, com apenas duas
espécies de Leishmania registradas, a espécie D. novemcinctus foi identificada como
hospedeiro de Leishmania naiffi (CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015) e o E.

sexcinctus como hospedeiro da Leishmania infantum (BARBOSA et al., 2020).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA
O célculo da prevaléncia foi baseado e influenciado pela estacdo (chuvosa ou seca) e

dificuldades para encontrar os espécimes e transporta-los para o laboratério.

4.2 ASPECTOS ETICOS

A utilizacdo dos tatus selvagens no estudo esta respalda na licenca n°® 50564-1 que
consta no Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) e foi obtida
mediante submissdo do pedido de autorizagdo ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Além disso, o projeto foi autorizado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), com o protocolo nimero 23091.002959/2016-43.

4.3 LOCAL DO ESTUDO

Os tatus da espécie E. sexcinctus foram capturados em localidades distintas
pertencentes as areas rurais do estado do Rio Grande do Norte que compreendem o0s
municipios de Afonso Bezerra, Guamaré, Macau, Pedro Avelino e Pendéncias. A escolha das
referidas localidades baseou-se em relatos de caca e cativeiro dos animais em questdo, com
finalidade de consumo, onde eles permaneciam em barris preenchidos de areia enquanto
engordavam, o que indicava a presenca dos tatus naquela localidade. Porém, os animais do
nosso estudo foram capturados vivos e posteriormente transportados para o laboratério de

anélise, ndo sendo submetidos ao cativeiro.

4.4 COLETA DE AMOSTRAS

Ainda em no ano de 2016, no més de maio, procedeu-se a coleta dos primeiros 10
animais. Antes disso, os tatus haviam sido identificados através de etiquetas ainda no local
de captura e transportados para a cidade de Mossoro, especificamente para o laboratério de
Animais Silvestres da UFERSA, e |4 permaneceram durante 48 horas na tentativa de
amenizar o estresse da captura e do deslocamento. Na sequéncia, foi feita a pesagem dos
animais para aplicacgdo, por via intramuscular, de 4mg/kg de tiletamina-zolazepam (Zoletil®
50, Virbac, Brasil), com o objetivo de possibilitar a inspecdo do animal como um todo e a
identificacdo de possiveis alteracGes indicativas de patologias, como a Leishmaniose.
Posteriormente, com uso de agulha de calibre 22 G 1 ¥ acoplada a uma seringa estéril de

10mL, procedeu-se a coleta de sangue por acesso em veias subclavias. O sangue coletado foi
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dividido para duas pesquisas de modo que uma parte contida em tubos Becton Dickinson
(BD) Vacutainer® de 13 x 75 mm e 3,0 mL de volume contendo 3,4 mg de K2EDTA
revestido por spray (BD) foi destinada ao laboratério clinico do Hospital Veterinario da
UFERSA para posterior envio a hemocultura. A outra parte complementar foi acondicionada
em tubos vacutainer BD de 16 x 100 mm, volume de 10 mL, simples/sem aditivo e deixado
coagular por 1 hora a temperatura ambiente (25 °C), seguido por centrifugacao (1500 xg por
15 min a 4 °C), para produzir soro totalmente separado e foram destinados a outro estudo.

O dultimo procedimento feito com os animais foi a eutanasia, realizada com a
administracdo de 2,56 mEg/Kg (1 mL/kg de solucdo a 19,1%) de cloreto de potassio via
intravenosa, que sO era iniciada quando detectada a perda do reflexo corneano nos tatus
submetidos as coletas. Com a confirmacdo do 6bito do animal, foram coletadas amostras de
baco e figado que foram acondicionadas em eppendorfs e imediatamente submetidas ao
congelamento.

Foram feitas outras coletas, de mais 10 animais capturados, no més de junho do
mesmo ano. Nela, os animais passaram pelos mesmos procedimentos, incluindo a coleta de
tecido cardiaco, pulmonar e renal. Assim, quando em posse das amostras, foram utilizadas
para deteccdo de T gondii, tecido esplénico, cardiaco e pulmonar. Para pesquisa de
Leishmania spp. foram analisadas amostras de baco e figado. Para realizacdo de PCR para T.
cruzi os tecidos do coragdo e o sangue foram usados e para a pesquisa da Leptospira spp.
foi realizado PCR de tecido renal além da Hemocultura. Com exce¢do da hemocultura, que

foi realizada na FIOCRUZ/RJ, todos os outros teste foram realizados na UNESP-Botucatu.

4.5 DIAGNOSTICO

4.5.1 Procedimento de biologia molecular

Medidas para evitar a contaminacdo entre amostras foram utilizadas em todas as fases
do protocolo experimental, desde a colheita das mesmas, pela utilizagdo de materiais
individuais e estéreis, bem como para as etapas caracteristicas da PCR, seguindo as
recomendacgdes de Kwok (1990), tais como utilizagdo de salas diferentes para a extracdo de
DNA (4cido desoxirribonucleico), preparacdo de reagentes, amplificacdo e andlise das
amostras, troca frequente de luvas, material plastico individual e descartavel, e utilizagéo de

controles dos reagentes de extracdo e amplificacao.

4.5.2 Toxoplasmose
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4.5.2.1 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Todas as amostras foram triadas para a deteccdo de DNA de T. gondii pela PCR
utilizando-se os primers TOX4 (5’CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3’) e TOXS
(5’CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT3’), segundo descrito por Homan et al. (2000),
amplificando uma regido de 529 pares de base (pb). Cada microtubo de reacdo de 0,2mL
recebeu 1X tampdo de PCR 10X, sem magnésio (50mM KCI, 10mM Tris-HCI), 1.5mM de
MgCly, 1,25mM de solugdo de deoxinucleotideos, 0,15U de Taq DNA polimerase, 10PM de
cada oligonucleotideo, 10ng de amostra, e agua ultrapura g.s.p., perfazendo um volume total
de 25PL. Todas as amplificacbes foram realizadas em termociclador MasterCycler EP
gradient, utilizando-se uma desnaturacgéo inicial por 7 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos
de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C, com extensao final por 10 minutos a
72°C. Os primers 27F (5° - GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (LILLY; WORTHAM, 2013), direcionados para o0 gene
universal bacteriano 16S rRNA, foram utilizados como controles para confirmar que os

produtos da extracdo continham DNA amplificavel e estavam livres de inibidores de PCR.
4.5.3 Leptospirose

4.5.3.1 Sorologia para leptospirose pela Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

As amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira spp. pela técnica de
SAM, segundo as normas do Ministério da Salde (BRASIL, 2002). Foi utilizada uma
bateria de antigenos vivos, mantidas e repicadas semanalmente em meio Ellinghausen-
McCullough- Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®, Detroit, USA), a 28°C,
constituida de 25 sorovares e quatro variantes do sorovar Hardjo: Australis, Bratislava,
Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman,
Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama,
Pomona, Pyrogenes, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjo prajitno, Hardjo
miniswajezak, Hardjo C.T.G. e Hardjo bovis. Cada amostra foi inicialmente diluida em
solucéo salina tamponada (SST) pH 7,6 na dilui¢do 1:50, adicionando-se 100 pL do soro a
4,9 mL da solucdo em tubos de ensaio de 10 mL. Elas foram transferidas utilizando-se uma
micropipeta para uma microplaca de fundo chato, e dispostas horizontalmente em 29
orificios contendo 50 pL de amostra cada. Em seguida 50 pL de cada um dos 29 antigenos
foram adicionados na posicao vertical as amostras de soro, totalizando 100 uL de material
em cada orificio. SST pH 7,6 foi utilizado como controle negativo. As placas foram
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tampadas, levemente agitadas por 20 segundos e incubadas em estufa seca a 28°C durante
uma hora. Ap6s a incubacéo, procedeu a leitura das placas em microscopio 6tico de campo
escuro (Carl Zeiss®, Alemanha), com aumento de 1000X. Seriam consideradas positivas as

amostras que apresentassem 50% ou mais de leptospiras aglutinadas.

4.5.3.2 PCR para leptospirose

Foi realizada a PCR (MERIEN et al., 1992) utilizando o reagente GoTag® Green
Master Mix, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os primers foram Lepl e Lep2,
descritos por Mérien et al. (1992), que correspondem a sequéncia de oligonucleotideos 38-
57 (5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG3?) e 348-368
(5’TTCCCCCCATTGAGCAAGATT3’), da estrutura primaria do gene 16S rRNA de
Leptospira interrogans sorovar Canicola. As reages foram conduzidas em microtubos de
0,2 ml, onde eram adicionados 3 pl da amostra, 12,5 pl do reagente GoTagq® Green Master
Mix, 7,5 ul de &gua ultra pura e 1 pl de cada primer, totalizando um volume de 25 pl. Os
tubos foram inseridos em um termociclador (Mastercycler® Eppendorf), que realizou as
seguintes condicOes para a amplificacdo do DNA: desnaturacdo a 94°C por 4 minutos; 30
ciclos de 94°C por 1 minuto, anelamento a 63°C por 1,5 minutos e extenséo a 72°C por 2
minutos; e uma etapa final de extensdo a 70°C por 10 minutos. Amostras positivas
resultariam em um produto de 331 pares de bases, que seriam submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5%, contendo Nancy-520, e visualizados em um
transiluminador UV (UVP®).

4.5.4 Leishmaniose

4.5.4.1 PCR de leishmaniose

Para realizacdo da PCR usamos o reagente GoTaq® Green Master Mix, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Foram empregados dois pares de primers, com o objetivo de
aumentar tanto a sensibilidade como a especificidade do diagndstico. Primeiro, todas as
amostras  foram  submetidas a analise com os primers HSP70F (5°-
AGGTGAAGGCGACGAACG-3’) e HSP70R (5-CGCTTGTCCATCTTTGCGTC-3)
(HERNANDEZ et al., 2014), que amplificam um produto de 337 pb do gene codificador de
proteinas do choque térmico (heat shock proteins, HSP) e, segundo a experiéncia do nosso
grupo de pesquisa, estes primers apresentam Otima sensibilidade diagndstica em amostras de
sangue de animais silvestres. As reactes foram conduzidas em microtubos de 0,2 ml,

adicionados 3 pl da amostra, 12,5 pl do reagente GoTag® Green Master Mix, 7,5 ul de dgua
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ultra pura e 1 pl de cada primer, totalizando um volume de 25 pl. Os tubos eram inseridos
em um termociclador (Mastercycler® Eppendorf), que realizava as seguintes condic6es para
a amplificacdo do DNA: desnaturacdo a 94°C por 4 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 61°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; e uma etapa final de extensédo a
70°C por 10 minutos. Os produtos foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5% contendo Nancy-520 e visualizados em um transiluminador UV (UVP®).

4.5.5 Doenca de chagas

4.5.5.1 Parasitolégico para tripanossomatideo

Para avaliar a infeccdo pelo T. cruzi em tatus, realizou-se hemocultura (HC) em
condicdes estéreis através da inoculacdo de 0,3 ml de cada amostra de sangue em meio
NNN (Novy-McNeal-Nicolle), com uma sobreposicdo de Liver Infusion triptose (LIT).
Entdo, os tubos foram examinados semanalmente durante 5 meses (ALVES et al., 2016).
Em caso de deteccdo de tripanosomatideo, os parasitas seriam cultivados em LIT até a fase
log, criopreservados, e depositados na colecdo de Trypanosoma de selvagens e mamiferos

domesticos e Vetores (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil).

4.5.5.2 PCR de tripanossomiase

Os isolados foram lavados em solucdo salina tamponada com fosfato (0,15 M, pH =
7,2; centrifugacdo: 4000 rpm durante 15 min a 4 °C). Apos o terceiro procedimento, fez-se o
armazenamento dos peletes a -20 °C durante a noite. Os sedimentos foram ressuspensos em
50 pl de solucgdo de TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) e incubados (56°C durante 2h)
com 10 ul de proteinase K (5 mg/ml) e 50 pl de 10% dodecilsulfato de sédio. DNA
genémico foi extraido trés vezes com 500 pl de fenol-cloroférmio (1: 1) e uma vez com 500
ul de cloroférmio antes da precipitacdo com 45 pl de acetato de sédio 3M e 900 pl de etanol
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Os peletes obtidos ap6s centrifugacdo
seguiram para suspensdo em 100 pl de adgua destilada. Estimou-se a concentracdo do DNA
apos a medigdo da absorvancia a 260 nm. Apdés a diluicdo com agua destilada, foi obtida a
concentracgéo final de molde (50 ng/uL).

A amplificagdo por PCR multiplex do espagador ndo transcrito do gene mini-exon seria
realizada (FERNANDES et al., 2001) pois esta técnica classifica a populacdo de T. cruzi
como TC I (correspondente a Tcl DTU), TC Il (TC Il, TCV ou TcVI DTUSs) e zimodema 3
(Tc 111 ou TC IV DTUs) (ALIAGA; BRENIERE; BARNABE, 2011), e também detecta

Trypanosoma rangeli. As amostras que apresentassem TCII/TCV/ou padrGes de bandas
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TcVI Tclll/TCIV seriam sujeitos a amplificagdo por PCR do gene 1f8 nuclear, seguida de
RFLP. A anélise dos fragmentos de DNA digeridos com a enzima de Alw21l (ROZAS et
al., 2007), e / ou de histona 3 (H3), seguiria para analise de RFLP dos fragmentos digeridos
com a enzima de Alul (WESTENBERGER et al., 2005).

Todas as reagfes foram incluidas &gua destilada estéril como controle negativo e
amostras a partir das estirpes de T. cruzi de cada gendtipo como controles positivos. Apos
eletroforese, os produtos de PCR amplificados foram visualizados em géis de agarose

corados com brometo de etidio (2%) sob luz ultravioleta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados estdo expressos na tabela 1, mostrando uma negatividade para

todos os testes, exceto o PCR de sangue de um dos tatus, que mostrou-se positivo para o T.

cruzi.
Patdgeno Tecido Teste Resultados
T. gondii Baco, coracdo e pulméo PCR Negativo
Leishmania sp. Baco e figado PCR Negativo
Leptospira sp. Rins PCR Negativo
Sangue MAT* Negativo
T. cruzi Sangue PCR 1 animal positivo
Sangue Hemocultura Negativo

Tabela 1. Patdgenos pesquisados, tecidos testados e resultados obtidos. *MAT: teste de
soroaglutinacdo microscopica.

Apesar da confirmacdo de que felinos sdo hospedeiros definitivos do toxoplasma,
existe a possibilidade dos tatus atuarem como hospedeiros intermediarios (CAPELLAO;
LAZAR; BONVICINO, 2015), incluindo sua acdo como agente transmissor para humanos.
Deps et al. (2020) afirmaram a possibilidade da transmissdo de zoonoses através do
consumo da carne de tatu. Entretanto, apesar de estudo anterior em regido proxima da
explorada nessa pesquisa ter identificado o T. gondii em E. sexcinctus (BARBOSA et al.,
2020), nossos animais ndo estavam infectados, demonstrando um perfil ainda né&o
estabelecido para este animal como reservatorio ou apenas portador. Porém, esse achado ndo
descarta a hipOtese dos tatus-peba atuarem como fontes de transmissdo quando
consideramos a dificuldade natural de identificacdo de T. gondii em animais selvagens
devido ao numero limitado de amostras passiveis de coleta e a ocorréncia de baixa
densidade do protozoadrio em animais que encontram-se assintomaticos (DUBEY et al.,
2011).

Diversas especies de mamiferos sdo capazes de abrigar e ser parasitado pela
leptospira, porém nédo estd estabelecido como atuariam na transmissdo aos humanos
(FORNAZARI et al., 2018). Fornazari et al. (2018) identificaram a presenca de leptospira
em espécies de tatus em outra regido do Brasil, o que constata a possibilidade destes atuarem
como fontes de contaminacdo humana, o que discorda do nosso achado, que mostrou-se
negativo. Barbosa et al. (2020), em pesquisa em tatus do bioma caatinga, identificaram a

presenca dos sorogrupos Andamana e Canicola, que ndo tém expressdo significativa na
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salide publica do Brasil. Acreditamos que os roedores continuam sendo as fontes de maior
relevancia, inclusive no ambiente silvestre (FORNAZARI et al., 2018).

A leishmania estava ausente nos animais do nosso estudo. Sabemos que esse
microorganismo € um parasita com epidemiologia complexa considerando seu
comportamento em vetores e mamiferos (CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015), o
que dificulta o entendimento, a abordagem e o diagndstico da doenca. Apesar de ja haver
sido identificada a presenca da leishmania em tatu na regido proxima a estudada
(BARBOSA et al., 2020), deve-se atentar para divergéncias de condi¢fes encontradas em
periodos de tempo diferentes (DESJEUX, 2004). Os fatores a serem considerados para
determinar os padrbes de infeccdo por Leishmania spp. sdo indmeros, envolvendo pontos
inerentes ao hospedeiro, como espécie, estado de salde, sexo e idade; e do parasita como:
estratégias de dispersdo e caracteres bioquimicos; ao ambiente, como a ocorréncia de
estresse ambiental e condi¢cBes ambientais desfavoraveis; e as condicdes no momento de
encontro dos mesmos (ROCKY et al., 2014), o que dificulta a pesquisa em animais de vida
livre que, portanto, ndo sdo previamente monitorados.

Desde a descoberta do protozoario T. cruzi que tatus vém apresentando positividade
para tal infeccdo (CAPELLAO; LAZAR; BONVICINO, 2015). Porém, ndo conseguimos
identificar esse patdégeno nos animais pesquisados, com excecdo de um tatu que se mostrou
positivo no teste de PCR com tecido sanguineo (o que ndo teve significado estatistico),
sendo confirmado através do sequenciamento genético. O teste molecular utilizado na nossa
pesquisa foi a PCR, que apresenta uma boa eficdcia quando da ocorréncia de quadros
agudos, mas ndo se comporta da mesma forma frente as infeccdes cronicas, de modo que o
resultado negativo deve ser interpretado com cautela por ndo ser suficiente para evidenciar a
auséncia de infeccdo (BERN et al., 2011). Além disso, regiGes proximas aos locais de
captura dos tatus aqui estudados passaram por surtos da doenca (SSP-RN, 2015),
necessitando de medidas enérgicas de controle de vetores para romper o ciclo de
transmissdo. Considerando a interposicédo entre os ciclos possiveis no estado do Rio Grande
do Norte (LILIOSO et al., 2017), as medidas atuam em todos eles direta ou indiretamente.

Sabe-se que no nordeste brasileiro o tatu-peba é utilizado como alimentacdo (DEPS
et al., 2020) e ndo foram identificados nenhum dos quatro microrganismos pesquisados.
Embora haja casuistica das enfermidades no local de pesquisa, em seres humanos e espécies
animais, ndo conseguimos estabelecer essa possivel relacdo do tatu-peba atuando como

reservatorio dos patdgenos. Sugerimos estudos epidemioldgicos durante maiores periodos de
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tempo, diferentes estacfes climéaticas e com maior nimero de animais a serem realizados na
regido pesquisada. Ao que parece a espécie E. sexcinctus assume um papel ainda nédo

esclarecido na cadeia epidemioldgica destes agentes.

6 CONCLUSAO

A espécie aqui estudada representa um indicador biolégico e atua como “sentinela”
para diferentes agentes ja comprovados e para outros agentes patogénicos com hipotese ndo
confirmada. Nossos achados podem sugerir que mesmo com estudos prévios confirmando a
infeccdo desses animais e apontando-os como pecas provavelmente importantes na
epidemiologia das enfermidades pesquisadas, 0 tatu por si s6 ndo seria capaz de sustentar a
transmissdo de agentes infecciosos no meio silvestre, levando-nos a pensar no papel deste
mamifero na cadeia epidemioldgica nestas enfermidades. Portanto, sugerimos que na regido

da nossa pesquisa ainda necessita de mais estudos.
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Abstract: We investigated the infection by T. cruzi in armadillos that inhabit an endemic
region for Chagas disease, as they are identified as potential reservoirs of the protozoan. We
used blood PCR and blood cultures to research and find T. cruzi in an animal, indicating the
need for more detailed studies.

Chagas disease has three distinct transmission cycles (domestic, peridomestic and wild)
(Alvarado-Otegui et al. 2012) that can occur simultaneously in the same region, being
characterized by different species of reservoirs and vectors. More than 150 mammal species
are estimated to act as a reservoir for T. cruzi in the Americas (Rassi Jr. et al. 2010).

Records of this protozoan in the order Cingulata have been described in D.
novemcinctus, E. sexcinctus, C. villosus, Colobus vellerosus, Tolypeutes matacus and
Cabassous unicinctus (Yeo et al. 2005; Noireau et al 2009; Telleria et al 2010; Orozco et al.
2013), showing that although armadillos are proven to be reservoirs, little is known about
the epidemiological dynamics of T. cruzi in these animals.

In a study in northeastern Brazil, in the Caatinga biome, among 17 T. cruzi-positive
insects that had their food source characterized, three had fed on armadillos, which were

characterized as triatomines (Sarquis et al. 2010). This result highlights the participation of
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armadillos in the epidemiological cycle of American trypanosomiasis, both in the wild and
in the peridomestic cycle. Furthermore, molecular genotyping studies revealed that
armadillos are mainly associated with the T. cruzi-11 genotype (Yeo et al. 2005).

This study aimed to acquire information on the presence of T. cruzi circulating among
armadillos populations from hunting and consumption areas, referring to their genotypes
through molecular biology and serological techniques in order to elucidate the possible
epidemiological functions of armadillos of the species E. sexcinctus in regions located in the
semiarid region of the state of Rio Grande do Norte, northeastern Brazil.

We worked with 20 armadillos of the species E. sexcinctus, from a Brazilian
hyperendemic area for leprosy (Deps et al. 2020). In the studied area (Mossord, RN, Brazil)
only one study collected armadillos samples for Leishmaniasis, Leptospirosis and
Toxoplasmosis (Barbosa et al. 2020), and none for the analysis of Trypanosomiasis. The
animals in our study were captured with the help of local hunters, at location 5°28'47.0"S
36°31'17.9"W, license No. 50564-1 from the Brazilian Institute for the Environment and
Renewable Natural Resources (IBAMA) , which appears in the Biodiversity Authorization
and Information System (SISBIO) and authorized (n. 23091.002959/2016-43.) by the Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA) of UFERSA.

Also in 2016, in May, the first 10 animals were collected. Before that, armadillos had
been identified through tags still at the capture site and transported to the city of Mossoro,
specifically to the Wild Animals laboratory of the Federal Rural University of the Semi-arid
(UFERSA) and remained there for 48 hours in the attempt to ease the stress of capture and
displacement. Subsequently, the animals were weighed for intramuscular application of
4mg/kg of tiletamine-zolazepam (Zoletil® 50, Virbac, Brazil), with the objective of allowing
the inspection of the animal as a whole and the identification of possible alterations

indicative of other pathologies. Subsequently, using a 22 G 1 ¥ needle attached to a 10 mL



26

sterile syringe, blood was collected by accessing the subclavian veins. The collected blood
was divided for two surveys so that a portion contained in 13 x 75 mm volume 3.0 mL BD
Vacutainer® tubes containing 3.4 mg spray-coated K2EDTA (Becton Dickinson) was sent to
the clinical laboratory from the UFERSA Veterinary Hospital for subsequent sending to
blood culture. The other complementary part was placed in BD (Becton Dickinson)
vacutainer tubes (Becton Dickinson) of 16 x 100 mm, volume of 10 mL, simple / without
additive and allowed to coagulate for 1 h at room temperature (25 °C), followed by
centrifugation (1500 xg for 15 min at 4 °C) to produce fully separated serum and were
assigned to another study.

The last procedure performed with the animals was euthanasia, performed with the
administration of 2.56 mEq / kg (1 mL / kg of a 19.1% solution of potassium chloride
intravenously, which was only started when the loss was detected of the corneal reflex in
armadillos submitted to collections. With the confirmation of the animal's death, samples of
spleen and liver were collected and placed in eppendorfs and immediately submitted to
freezing to investigate other diseases. Other collections were made from 10 more animals
captured, in the month of June of the same year, which were submitted by the same protocol.

To assess T. cruzi infection in armadillos, blood cultures (HC) were performed under
sterile conditions, according to Alves et al. (2016) and PCR (Sambrook et al. 1989).

Since the discovery of the protozoan T. cruzi, armadillos have been positive for this
infection (Capelldo et al. 2015). However, we were not able to identify this pathogen in the
researched animals, with the exception of one armadillo that was positive in the PCR test
with blood tissue (which had no statistical significance). The molecular test used in our
research was the PCR, which has good efficacy when acute conditions occur, but does not
behave in the same way against chronic infections, so the negative result must be interpreted

with caution as it is not enough to evidence the absence of infection (Bern et al. 2011). In
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addition, regions close to the capture sites of armadillos studied here have experienced
disease outbreaks (SUS/SSP 2015), requiring strong vector control measures to break the
transmission cycle. Considering the interposition between the possible cycles in the state of
Rio Grande do Norte (Lilioso et al. 2017), the measures act on all of them directly or
indirectly.

Our findings may suggest that even with previous studies confirming the infection of
these animals and pointing them out as probably important pieces in the epidemiology of the
researched disease, the result of only one positive armadillo alone is not capable of
sustaining the viability of this species to act as a reservoir, therefore, more detailed studies
are needed in the researched region to clarify the real importance of armadillos in the
epidemiological chain of Chagas disease.
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Absence of zoonotic agents in caatinga armadillos

Abstract: Researched for Toxoplasma godii, Leishmania spp and Leptospira spp in
Euphractus sexcinctus from northeastern Brazil. Used PCR to research with blood tissues,
spleen, liver, heart, lung and kidney beyond microscopic agglutination test for Leptospira
spp. Results were negative, not to establish the role of armadillos in epidemiology of

zoonoses addressed.

In Brazil, free-living armadillos have been linked to certain infections, including leprosy

(1), toxoplasmosis, leptospirosis and Leishmaniasis (2).

The participation of armadillos in the leprosy cycle, caused by Mycobacterium leprae, is
established in the United States of America, being considered zoonosis (3). Toxoplasmosis
is distributed worldwide and caused by Toxoplasma godii, infecting animals and humans
after ingestion of oocysts from the environment, food contaminated with feces from infected
felines or bradyzoites in cysts of intermediate hosts. Leptospirosis is a worldwide disease,
caused by bacteria of the Leptospira genus, transmitted by direct or indirect contact with the
urine of infected animals. Leishmaniasis, caused by protozoa of the Leishmania genus,

causes a serious public health problem worldwide. It is transmitted by sandflies that become
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infected during blood meal in mammalian hosts. Therefore, we aimed to elucidate the
probable role of armadillos of the species Euphractus sexcinctus in the epidemiology of
Toxoplasmosis, Leptospirosis and Leishmaniasis in a hyperendemic region for leprosy in

armadillos (4) and in humans in Brazil.

We worked with 20 armadillos of the species E. sexcinctus, from a hyperendemic area
(Mossoro, RN, Brazil) in Brazil for leprosy (1), Leishmaniasis and Leptospirosis (Ministério
da Sadde, 2019), where only one study conducted research of Leishmaniasis, Leptospirosis
and Toxoplasmosis in armadillos (6). They were captured with the help of local hunters, at
location 5°28'47.0"S 36°31'17.9"W, license No. 50564-1 from the Brazilian Institute for the
Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA), which appears in the
Biodiversity Authorization and Information System (SISB10), and authorized (n.
23091.002959/2016-43.) by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the Universidade

Federal Rural do Semi-Arido. Table shows the methodologies used and results obtained.

Table. Tests performed, fabrics used to research each pathogen and their results

Pathogen Tissue Test Results
T. gondii Spleen, heart and lung PCR Negative
Leishmania sp. Spleen and liver PCR Negative
Leptospira sp. Kidney PCR Negative
Blood MAT* Negative

. *MAT: microscopic agglutination test

Despite the confirmation that felines are definitive hosts of toxoplasma, the
participation of the armadillo as an intermediate host is considered (2), including its action
as a transmitting agent for humans. Deps et al. (1) affirmed the possibility of transmission of
zoonoses through the consumption of armadillo meat and even though a previous study in a
region close to the one explored in this research has identified T. gondii in E. sexcinctus (6),

our animals were not infected, demonstrating a profile not yet established for this animal as
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a reservoir or just a carrier. However, this finding does not rule out the hypothesis that
armadillos act as sources of transmission when we consider the natural difficulty in
identifying T. gondii in wild animals due to the limited number of collectibles and the
occurrence of low density of the protozoan in animals that let's go asymptomatic (7)

Several species of mammals are capable of harboring and being parasitized by
Leptospira, but it is not established how they would act in transmission to humans (8).
Fornazari et al. (8) identified the presence of Leptospira in armadillos (nine-banded
armadillo) species in another region of Brazil, which confirms the possibility of these act as
sources of human contamination, which disagrees with our finding. Barbosa et al. (6), in a
research on armadillos in the caatinga biome, identified the presence of the Andamana
public and Canicola serogroups, which have no express expression in Brazilian health. We
believe that rodents continue to be the sources of the largest company, including in the wild
(8).

Leishmania is a parasite with complex epidemiology considering its behavior in
vectors and mammals (2), which makes it difficult to understand, approach and diagnose the
disease. Although the presence of Leishmania in armadillos has already been identified in
the region close to the one studied (6), attention should be paid to divergences in conditions
found in different periods of time (9). Factors to be considered to determine patterns of
infection by Leishmania sp. they are numerous, involving aspects inherent to the host, such
as species, health status, sex and age; and of the parasite as dispersal strategies and
biochemical characters; to the environment, such as the occurrence of environmental stress
and unfavorable environmental conditions; and the conditions at the time of meeting them
(20), which makes it difficult to research free-living animals that, therefore, are not

previously monitored.
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It is known that in northeastern Brazil the armadillo is used as food (1) and the

presence of the 3 pathogenic microorganisms investigated was not identified. Although there

IS a case series of diseases at the research site, in humans and animal species, we were

unable to establish this possible relationship of yellow armadillo acting as a reservoir for

pathogens. We suggest epidemiological studies for longer periods of time, climatic seasons

and with a greater number of animals should be carried out in the researched region. It

seems that the species E. sexcinctus plays an unclear role in the epidemiological chain of

these agents.
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