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Resumo

Os microsporidios sdo fungos emergentes e oportunistas que infectam uma populacdo
excepcionalmente diversa de vertebrados e invertebrados. Existem 17 espécies de
microsporidios potencialmente zoonoticas identificadas em animais domésticos e silvestres. Os
mamiferos da ordem Xenarthra podem abrigar e transmitir diversos patdgenos, atuando como
importantes fontes de infeccdo para a disseminacdo de diversas zoonoses. Como o0s
microsporidios ainda nao foram descritos nesse grupo de animais, o objetivo desse estudo foi
analisar a ocorréncia dos microsporidios zoonoticos Encephalitozoon  cuniculi,
Encephalitozoon intestinalis e Enterocytozoon bieneusi em as fezes de tamandud bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) e espécies de tatus (Priodontes maximus, Euphractus sexcinctus,
Dasypus novemcinctus, Cabassous u. squamicaudis) monitoradas pelo ICAS - Instituto de
Conservacao de Animais Silvestres. Amostras fecais (n=127) foram submetidas ao tratamento

de choque térmico (frio e calor) e depois submetidas a extragdo de DNA com o Kit de extragdao
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QIAamp fast DNA Stool Mini Kit. A amplificagdo do material genético do patogeno foi feita
pela reacao em cadeia de polimerase (PCR) com primers genéricos e o produto gerado a partir
desta reagao foi submetido a Nested PCR com primers espécie especificos (EBIEF1/EBIER1
para E. bieneusi; ECUNF/ECUNR para E. cuniculi e SINTF/SINTR para E. Intestinalis). Onze
amostras foram positiva para E. intestinalis, sendo duas de tamandud bandeira (2/56, 3,8%),
uma de Priodontes maximus (1/11, 9%), sete de Euphractus sexcinctus (7/57, 13,7%) e uma
de Cabassous u. squamicaudis (1/3, 33,3%). Houve predominio de resultados positivos em
animais adultos, de ambos os sexos e nos biomas do Pantanal e do Cerrado na regido estudada.
Concluimos que a prevaléncia em Xenarthra foi 8,66%, com maior ocorréncia em tatus do que
em tamanduas. A prevaléncia nas espécies de tatus foi, em ordem decrescente, maior no tatu do
rabo mole, depois no tatu peba e por fim no tatu canastra. Portanto, as espécies de mamiferos
silvestres aqui estudadas, tamanduds e especialmente tatus, devem ser consideradas como

reservatorios do patdgeno e com papel relevante em saude unica.

Palavras-chave: Microsporidia, Microsporidioses, Xenarthra, Satide Unica, Zoonose.

Occurrence of Encephalitozoon intestinalis In Giant Anteaters (Myrmecophaga tridactyla)
And Armadillos (Priodontes maximus, Euphractus sexcinctus, Cabassous u. squamicaudis)

From Mato Grosso Do Sul — Brazil

Abstract

Microsporidia are emerging, opportunistic fungi that infect an exceptionally diverse population
of vertebrates and invertebrates. There are 17 potentially zoonotic species identified in domestic
and wild animals. Mammals of the order Xenarthra can harbor and transmit several pathogens,
acting as important sources of infection for the spread of various zoonoses. As microsporidia

have not yet been described in this group of animals, the aim of this study was to analyze the
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occurrence of the zoonotic microsporidia Encephalitozoon cuniculi, E. intestinalis and
Enterocytozoon bieneusi in the feces of giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) and
armadillo species (Priodontes maximus, Euphractus sexcinctus, Dasypus novemcinctus,
Cabassous u. squamicaudis) monitored by ICAS - Institute for the Conservation of Wild
Animals. Fecal samples (n=127) were subjected to thermal shock treatment (cold and heat) and
then subjected to DNA extraction with the QIAamp fast DNA Stool Mini Kit Extraction Kit.
Amplification by polymerase chain reaction (PCR) was performed with generic primers and
the product generated from this reaction was subjected to Nested PCR with specific primers:
EBIEF1/EBIERI1 for E. bieneusi; ECUNF/ECUNR for E. cuniculi and SINTF/SINTR for E.
intestinalis. Eleven samples tested positive for E. intestinalis, two from giant anteater (2/56,
3.8%), one from Priodontes maximus (1/11, 9%), seven from Euphractus sexcinctus (7/57,
13.7%) and one from Cabassous u. squamicaudis (1/3, 33.3%). There was a predominance of
positive results in adult animals, of both sexes and in the Pantanal and Cerrado biomes. We
concluded that the prevalence in Xenarthra was 8.66%, with a higher occurrence in armadillos
than in anteaters. The prevalence in armadillo species was, in descending order, higher in the
soft-tailed armadillo, then in the peba armadillo and finally in the giant armadillo. Therefore,
the species of wild mammals studied here, anteaters and especially armadillos, must be

considered as reservoirs of the pathogen and with a relevant role in one health.

Keywords: Microsporidia, Microsporidiosis, Xenarthra, One health, Zoonosis.
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1. Introducao

O filo Microsporidia compreende mais de 220 géneros e 1.700 espécies de fungos
oportunistas, intracelulares obrigatorios, que infectam uma ampla gama de hospedeiros
vertebrados e invertebrados, estando presente em todos os biomas (Magalhaes et al., 2022; Ruan
et al., 2021; Stentiford et al., 2019). A principal via de transmissao ¢ oro-fecal por meio de
esporos, forma infectante, liberados pelos hospedeiros ao longo do ciclo biologico. Os esporos
possuem uma parede quitinosa espessa, conferindo a esse patdgeno resisténcia as adversidades
do ambiente (Han et al., 2021; Magalhaes et al., 2022).

Algumas espécies de microsporidios que infectam humanos também sdo capazes de
infectar outros animais, dando respaldo a transmissao zoonoética, embora a mesma nao tenha
sido comprovada para todas as espécies de microsporidios (Qiu et al., 2019; Santin and Fayer,
2011; Vahedi et al., 2020). O risco da transmissdo dos animais para o homem esta ligado ao
contato proximo com animais silvestres ou domésticos, de estimagdo ou cria¢ao infectados,
assim como pela exposi¢ao a 4gua, alimentos ou aerossois contendo esporos de microsporidios
(Santin and Fayer, 2011). Entre os 17 microsporidios zoonoéticas descritos, Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem e Encephalitozoon cuniculi sao
as espécies mais comumente relatadas nas infec¢cdes de mamiferos (Qiu et al., 2019; Santin et
al., 2018). Na microsporidiose humana, a apresentacio clinica esta relacionada a espécie de
microsporidio envolvida e ao status imunologico, sendo frequentemente caracterizada por
diarreia cronica e emaciagdo, embora ceratoconjuntivite, hepatite, miosite, infec¢do renal e
urogenital, ascite e/ou colangite também tenham sido relatadas, particularmente em individuos
imunocomprometidos (Han et al., 2021).

Os esporos de microsporidios liberados por hospedeiros infectados pelas fezes, urina ou

estdo presente nas carcacas de animais infectados e podem ser dispersos pela agua e por
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alimentos. A detec¢do de diferentes espécies de microsporidios zoondticos em aguas
superficiais de abastecimento municipal (Izquierdo et al., 2011), efluentes hospitalares (Jiang
et al., 2020), efluentes de esgoto terciario e aguas subterraneas (Dowd et al., 2003; Jiang et al.,
2020) corroboram para a veiculacao hidrica desses fungos. Adicionalmente, foram observados
relatos de detecg¢ao de esporos em alimentos (Javanmard et al., 2018; Stentiford et al., 2016).

O carater zoonotico de algumas espécies de microsporidio no ambiente demonstra sua
importancia dentro do contexto de saude Unica, que aborda a importancia da satde animal,
ambiental e humana, formando uma rede de conexdes interdependente que podem garantir a
saude de todos os elos envolvidos (Mazet et al., 2009).

As populacdes humanas e animais estdo cada vez mais vulnerdveis a novos agentes
patogénicos como resultado de varios fatores ambientais que causam disruptiva nos
ecossistemas. Um exemplo ¢ o aumento do desmatamento, desencadeando a destrui¢do e
fragmentacdo de diversos habitats, favorecendo a emergéncia de doencas. Esse impacto na
saude ¢ o resultado da aproximacdo de animais silvestres com a populagdes humana e de
animais domésticos, o que favorece a emergéncia de doengas em todos os niveis (Povill et al.,
2018). Ainda ¢ relevante considerar inimeros fatores que determinam o comprometimento da

resposta imunitéria e torna os hospedeiros mais suscetiveis (Zanella, 2016)

E. bieneusi ¢ o microsporidio mais encontrado na populacio humana e nos animais
silvestres, sendo descrito em lince, lobo, raposa vermelha, javali, lagomorfos, roedores,
cervos, guaxinins (Amer et al., 2019; Dashti et al., 2022; Figueiredo et al., 2023; Ni et al.,
2021; Zhang et al., 2018); nos animais de producao, foi observada prevaléncia de 59,3% da
espécie E. bieneusi em suinos (Fiuza et al., 2015), 17,5% em bovinos (Da Silva Fiuza et al.,
2016), 19,2% em carneiros (Fiuza et al., 2016) e 15,9% em frangos (Da Cunha et al., 2016).
Essa mesma espécie de microsporidio foi encontrada em gatos domésticos (3,3%) (Prado et

al., 2019). No Brasil, foi demonstrada a ocorréncia de microsporidios em animais silvestres,

10



123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

sendo os achados referentes fezes de quatis do parque ecologico de Sao Paulo (Lallo et
al.,2010). Contudo, sdo escassas as informagdes sobre outros animais silvestres e outras

espécies de microsporidios patogénicos, fato que motivou essa pesquisa.

O Mato Grosso do Sul é um estado com grande diversidade em termos de
fitofisionomias, abrangendo trés biomas Neotropicais distintos: Cerrado; Mata Atlantica;
Pantanal; consequentemente apresenta elevada diversidade faunistica (Da Silva et al., 2010).
Nesses biomas, coexistem animais silvestres, domésticos e populagdes humanas, sendo a area
recortada por uma malha rodovidria do estado ¢ de 13.258,9 km em 142 rodovias. O projeto
Bandeiras ¢ Rodovias foi criado para entender a alta taxa de mortalidade de tamandués-
bandeira e reduzir as colisdes veiculares com a fauna nas rodovias do Mato Grosso do Sul
(ICAS, 2023). Esse projeto abrange 19 trechos de 16 rodovias, considerando como prioridades
o monitoramento de areas de maior abundancia de fauna, locais com alto indice de
atropelamento ou travessia de animais, trechos da rodovia que tangenciam ou que interceptam
areas de conservacdo, zonas umidas, terras indigenas e quilombolas; 4reas remanescentes de
vegetacdo nativa; area com corpos de agua, areas de reproducdo, dessedentacdo e dispersao
de animais silvestres; areas com ocorréncia de espécies ameagadas; areas com potencial
agricola e areas urbanas.

O tamandua-bandeira ¢ um mamifero sul-americano listado como vulneravel a extingao
pelas Unido Internacional de Conservagao da Natureza (IUCN, 2022), sendo a espécie animal
escolhida para denominar o projeto Bandeiras e Rodovias. O tatu canastra, a maior espécie de
tatu, também foi incorporado ao grupo estudado por estar descrito como espécie vulneravel na
lista vermelha da IUCN e ser encontrado na drea do cerrado e Pantanal. Diante da
vulnerabilidade dessas duas espécies de mamiferos e de sua importancia para os biomas
brasileiros, o objetivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia dos microsporidios zoondticos

Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis, € Enterocytozoon bieneusi nas fezes de

11
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tatus e tamandud bandeira monitorados pelo Projeto Bandeiras e Rodovias no estado do Mato

Grosso do Sul.

2. Métodos

2.1. Amostras

Amostras fecais de Myrmecophaga tridactila (n=56), Priodontes maximus (n=11),
Euphractus sexcinctus (n=51), Dasypus novemcinctus (n=06) e Cabassous u. squamicaudis
(n=03) foram doadas pelo Instituto de Conservacao de Animais Silvestres (ICAS), localizado
em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas:
Latitude: 7° 36' 0" Sul, Longitude: 37° 48' 0" Oeste. Essas amostras, pertencentes a animais de
vida livre dos biomas Cerrado e Pantanal (Figura 1), foram coletadas por veterinarios
responsaveis pelo plano de conservagdo, realizado com periodicidade mensal de abril a
dezembro nos anos de 2022 e 2023, sustentado pelo projeto Bandeiras e Rodovias e Programa
de Conservacdo do Tatu-Canastra. Ambos os projetos de pesquisa ocorrem sob as licencas
aprovadas e emitidas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade —
ICMBIO, sob os numeros 27587-15 e 53798. A coleta foi realizada apds a anestesia destes animais,
diretamente do reto de cada individuo. As amostras de fezes foram colocadas em tubos de coleta sem
conservante e congeladas a -20°C, por no maximo quatro semanas. No Centro de Pesquisas da
Universidade Paulista (UNIP), campus Indianépolis, também foram mantidas sob as mesmas

condigdes de refrigeracdo e descongeladas no dia da extragdo.

Ao total foram coletadas e analisadas 127 amostras de 5 distintas espécies, de ambos os

sexos, sendo filhotes, jovens e adultos (Quadro 1).

12
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Figura 1. Mapa do Brasil evidenciando o estado do Mato Grosso do Sul, com delimitagdo dos

biomas e localiza¢do aproximada dos animais analisados.

2.2. Extracao de DNA

As amostras fecais individualizadas foram descongeladas e 220 mg separadas em tubos
com capacidade de 2 mL. Em seguida, foram submetidas a extragdo do DNA total, por meio do
kit comercial QlAamp fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) e processadas de
acordo com as instrugdes do fabricante. Foi realizado um tratamento prévio de aquecimento a
95°C por cinco minutos em banho-maria e congelamento por cinco minutos em gelo seco (YU

et al., 2008). O DNA extraido foi armazenado a -20C até a amplificagdo pela PCR.
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Quadro 1. Espécies de mamiferos pertencentes as amostras coletadas, sexo e idade dos

individuos.
Espécie Nome Numero por Numero por idade Numero total de
popular Sexo amostras analisadas
Myrmecophaga Tamandua 26 machos 19 filhotes 56
tridactila bandeira 30 fémeas 18 jovens
19 adultos
Euphractus Tatu peba 30 machos 01 filhote 51
sexcinctus 21 fémeas 03 jovens
47 adultos
Priodontes Tatu 02 machos 01 filhote 11
maximus canastra 09 fémeas 10 adultos
Dasypus Tatu 04 machos 06 adultos 06
novemcinctus galinha 02 fémeas
Cabassous u. Tatu do 02 machos 03 adultos 03
Squamicaudis  rabo mole 01 fémeas

2.3 Amplificacdo do DNA pela reacio em cadeia pela polimerase dupla (Nested PCR)

Na primeira PCR foram utilizados os primers genéricos Forward e Reverse
amplificando um fragmento de 1216 pb. Em seguida, foram utilizados primers especificos para
a identificacdo das principais espécies de microsporidios conforme descritos no Quadro 2. A
primeira PCR foi realizada com volume final de 25 pL cada, contendo: 5 pLL de DNA, 13,5 uL
de 4gua ultrapura q.s.p, 5 pL de tampao 5X (contendo 1,5 mM de MgCl,), 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen™), 0,3 uM de cada
primer (Exxtend do Brasil) e 1,25U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega). O volume de 3,0
pL da primeira PCR foi transferido para novos tubos e submetidos a segunda rea¢ao utilizando
os primers espécie-especificos.

A primeira e segunda PCR foram incubadas em termociclador (Mastercycler gradient,

Eppendorf), e submetidas nas seguintes condi¢des: desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos;

14



201  seguida de 35 ciclos de amplificagao compostos de desnaturagdo inicial a 95°C por 1 minuto;
202 anelamento a 55°C por 1 minuto; extensao por 60 segundos; e extensao final a 95°C por 10
203  minutos.

204

205  Quadro 2. Primers utilizados para o diagnostico de microsporidios através da PCR.

Microsporidios Tamanho do Forward sequence (5'-3") Reverse sequence (5'-3") Referéncia
fragmento (pb)

Genérico CACCAGCTTGATTCTGCC GACGGGCGGTGTGTACA Da Silva et
GENF/GENR 1216 pbs TG AAG al., 1997
Enterocytozoon GAAACTTGTCCACTCCCT CCATGCACCCACTCCTG  DaSilvaet
bieneusi 607 pbs TACG CCATT al., 1996
EBIEF1/ EBIER1

Encephalitozoon ATGAGAAGTGATGTGTG TGCCATGCACTCACAGG De Grote et
cuniculi 549 pbs TGCG CATC al, 1995
ECUNF/ECUNR

Encephalitozoon TATGAGAAGTGACTTTTT CCGTCCTCGTTCTCCTGC Da Silva et
Intestinalis 520 pbs TTC CCG al., 1997

ISINTF/SINTR

206

207  2.4. Eletroforese em gel de Agarose

208 As amostras amplificadas na segunda PCR foram coradas com 0,5 uL de SYBR ™ Safe
209  (Invitrogen ™) e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (Amersham Bioscience),
210  sob intensidade de corrente de 6v/cm. O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagao
211 com o marcador de peso molecular 100bp Plus DNA Ladder (Invitrogen ™). O gel foi
212 visualizado em fonte de luz ultravioleta (Life Technologies™).
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3. Resultados e Discussao

Das 127 amostras fecais de tamandués e tatus 8,66% (11/127), foram positivas para
microsporidios, sendo todas as amostras positivas da espécie de E. intestinalis (Tabela 1).
Inicialmente, esse microsporidio era conhecido como Septata intestinalis (Cali et al., 1993;
Hartskeerl et al., 1995), porém analises moleculares mostraram que pertence ao género
Encephalitozoon.

Encephalitozoon ¢ a espécie de microsporidio mais prevalente em seres humanos e tem
os enterdcitos como célula-alvo causando diarreia em individuos imunocompetentes e
imunocomprometidos. Em pacientes com doenca de Crohn, E. intestinalis pode ter prevaléncia
de até 30% (Andreu-Ballester et al., 2013), mostrando a importancia desse microsporidio
associado as doengas que causam imunossupressdo. Particularmente em individuos
imunodeficientes, especialmente com AIDS avancada, a infec¢do por E. infestinalis pode levar
a enterite grave com disseminagao para os rins e o trato hepatobiliar (Cali et al., 1993; El Fakhry
et al., 2001; Hamamci et al., 2015; Raynaud et al., 1998; Van Gool et al., 1997). A maioria dos
estudos envolvendo mamiferos silvestres, a espécie E. bieneusi ¢ mais frequente (Galvan-Diaz
et al., 2014; Li & Xiao, 2021), no presente estudo foi detectado, pela primeira vez, E.
intestinalis, nas fezes de Myrmecophaga tridactila, Euphractus sexcinctus, Priodontes
maximus e Cabassous u. Squamicaudis. Diante a importancia zoonotica dessa espécie de
microsporidio, esses resultados sdo de extrema relevancia e mostra a necessidade de incluir essa

espécie de microsporidio nos estudos epidemiolédgicos.
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Quadro 3. Distribuicao das amostras coletadas e analisadas pela espécie de mamifero, total de
amostras analisadas pela espécie, nimero de amostras positivas para Encephalitozoon

intestinalis e percentual dentro da espécie de hospedeiro e microsporidio identificado.

Espécie de Numero Numero de  Percentual (%) de Espécie de
mamifero absoluto de amostras amostras microsporidio
amostras positivas positivas relativo identificada
analisadas a espécie de
mamifero
Myrmecophaga 56 2 3,8 Encephalitozoon
tridactila intestinalis
Cabassous u. 3 1 33,3 Encephalitozoon
Squamicaudis intestinalis
Priodontes 11 1 9,0 Encephalitozoon
maximus intestinalis
Euphractus 51 7 13,7 Encephalitozoon
sexcinctus intestinalis
Dasypus 6 0 0 -
novemcinctus

Myrmecophaga tridactyla (Pilosa: Myrmecophagidae) ¢ uma espécie vulneravel e ameagada
de extingdo. No Brasil, € considerada possivelmente extinta nos estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e com risco significativo de desaparecimento na América
Central (Miranda et al., 2014). O surgimento de um patdégeno para uma espécie em extingao oferece
uma ameaga potencial a conservacdo, causando preocupacao quanto a preservacao desta espécie.

Assim, a ocorréncia de microsporidios em tamandua passa a ser um fator preocupante.

Ao discriminar os mamiferos analisados, a prevaléncia de E. intestinalis em Myrmecophaga
tridactyla foi de 3,8% (2/56) (Quadro 3, Figura 2A, 2B, 2C). Como nao existem descrigdes anteriores,

considerando-se mamiferos silvestres como base de comparagdo, resultado semelhante foi
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identificado em pandas (4%, 8/198), porém o estudo utilizou primers genéricos para Encephalitozoon
(Yang et al., 2023). Arenales et al. (2020) descreveram diversos patogenos que acometem tamandua
bandeira, abrangendo infecgdes bacterianas, virais ¢ fingicas e, mais recentemente, foi descrito o

primeiro caso de infecgao natural por SARS-CoV-2 nesse mamifero (Pereira et al., 2022).

Adicionalmente, um achado raro e importante foi que as duas amostras positivas para
E. intestinalis pertenciam a uma fémea e o seu filhote. As fémeas de tamandud bandeira
geralmente tém um unico filhote por gestacdo com um longo periodo de cuidado parental, sendo
que o filhote permanece no dorso da mae por 6 a 9 meses até adquirir independéncia.
Inicialmente sua alimentagao ¢ baseada na amamentagdo, porém a medida que cresce, comeca
a adotar os habitos alimentares da mae (Medri et al., 2011). Assim, podemos hipotetizar que
ambos se infectaram pela ingestdo de esporos contaminantes na natureza na alimentac¢do ou na
agua. Contudo, um estudo experimental demonstrou a transmissao vertical pela transplacenta
em coelhas infectadas por Encephalitozoon cuniculi (Baneux, Pognan, 2003). Adicionalmente,
em raposas, caes domésticos e esquilos relata-se a transmissao transplacentaria (vertical) como
um importante mecanismo de disseminacdo da doencga, porém pouco explorado (Ruan et al.,
2021). Diante dos fatos relacionados a transmissdo de microsporidios, ndo se pode descartar a

possibilidade de transmissdo transplacentéria entre a mae e seu filhote.

Os tatus (ordem Cingulatas) possuem hébito de forrageamento alimentar diversificados
podendo se alimentar de formigas, cupins, frutos, pequenos vertebrados e at¢ mesmo alimentos
em decomposi¢do, o que os torna predispostos a se infectarem e serem reservatorios de diversos
patogenos (Capellao R.T. et al., 2015; Deps et al., 2003). Sdo animais que escavam tocas para
se abrigarem e com isso sdo expostos a diversos patdgenos existentes no solo como fungos,
outros animais também acabam fazendo uso de suas tocas e podem estar expostos aos agentes

zoonoOticos (Souza, 2017).
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Em tatus, a ocorréncia de E. intestinalis foi de 12,67%, com 09 animais positivos entre
as 71 amostras pesquisadas (Quadro 3). Duas amostras fecais positivas, coletadas em periodos
diferentes, pertenciam a uma fémea de tatu canastra da espécie Priodontes maximus, 7 amostras
positivas eram procedentes de tatus pebas Euphractus sexcinctus ¢ 1 de tatu do rabo mole
Cabassous u. squamicaudis (Figura 2A, 2B, 2C). Outras zoonoses ja foram identificadas em
tatus, como por exemplo, coccidioidomicose, hanseniase, toxoplasmose ¢ doenga de Chagas,
as quais podem ser transmitidas para outros mamiferos e ao homem, pelo consumo da carne do
tatu, uso da carapaca para fazer adornos ou ainda o uso medicinal (Ferreira et al., 2021). Diante
dessa situacao, reforgamos que a prevaléncia de E. intestinalis em tatus € um achado muito
preocupante considerando os aspectos zoonoéticos ja citados.

Nesse estudo, os tatus canastra estavam geograficamente localizados no bioma Pantanal
(Figura 2C), numa 4rea mais preservada, sem grandes interferéncias urbanas, na mesma area
estéd localizado os tatus peba, tatus galinha e tatus do rabo mole, porém esses podem estar mais
proximos da sede da fazenda. J4 os tamanduds estdo no bioma Cerrado (Figura 2C), bioma mais
degradado, com grande interferéncia rural, onde compartilham dos mesmos corpos hidricos que
os demais animais da fazenda. Os microsporidios podem ser veiculados pela dgua o que
constitui uma das formas mais provaveis de disseminagdo da infeccdo (Prado & Sato, 2017).
Ainda, deve-se considerar o fato de que os tatus e os tamanduds, descritos neste trabalho,
compartilham de mananciais de uso comum aos animais da fazenda, podendo estas zoonoses
ser facilmente transmitidas para entre esses animais € a populagdo humana que faz uso dos

recursos fornecidos por essa fazenda.
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Amostra Espécie de Datada  Género Idade Localizagio
mamifera caleta geografica -
coordenadas
04 Myrmecophaga 2304202 Fémea Adulto - 21,635178;
tridactila 2 -33.597319
11 Myrmecophaga  23/04/202 Macho Filhote - 21,655178;
tridactiia 2 -53,597319
45/46 Priodontes 17/10/202 Fémea Adulto -19,18549;
HAXIMUS 2 =5581403
53 Ewphracius 14/05/202 | Fémea Adulto )
sexcinens 3 -19,24861;
-55, 78368
34 Euphractus 13/03/202 Macho Adulto
Fexcincius 3
56 Euphractus 15/05/202 .  Macho Adulto
Fexolnehag 3 -19,24861;
=55 TRI68
57 Euphractus 0605202 Macho Adulio .
Sexcincms 3 -19.24361;
-55,TRI68
1] Euphrachs 12/05/202 . Macho Adulte
SEXCINCIS 3 -19,24861;
=55, 78368
59 Euphractus 07/05/202 ) Macho Adulto )
SEXCIRCIES 3 1IN
55,78191
60 Enphractus 12/05/202 1 Macho Adulio =19, 266598,
sexcinchis 3 =55,78972
55 Cabassousn.  08/05/202  Macho Adulte g
squamicaud(s 3 -19,24861;
55, TRIGH

Figura 2. Dados adicionais de identificagdo dos animais positivos para E. intestinalis. A)
Quadro com o numero de identificagdo da amostra, a espécie de mamifero, data da coleta,
género, idade e localizagdo geografica no momento da coleta. B) Registro fotografico dos géis
de agarose revelando positividade para E. intestinalis. C) Imagem via satélite, foto
documentada em 25/10/2023 do Google Earth correspondendo a localizagdo geografica dos
animais.

A pecudria extensiva ¢ dominante, com estimativa de criagdo de 18.433.728 cabecas de
gado em 2022 (IBGE, 2022). A pecudria ocorre nas regides de coleta das amostras, o que representa

uma situagao de risco pelo contato proximo entre animais domésticos e silvestres. O microsporidio E.
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bieneusi ja foi encontrado em 17,5% de amostras fecais de bovinos no estado do Rio de Janeiro, com
maior prevaléncia em bezerros com menos de 2 meses de idade (27,6%) e entre 3 e 8 meses de idade
(28,8%) versus novilhas (14,1%) e adultos (1,4%) (da Silva Fiuza et al., 2016). O estudo citado
revelou uma situagdo epidemiologica importante na bovinocultura brasileira com o microsporidios E.
bieneusi, portanto poderiamos hipotetizar que o gado possa ser fonte de infeccdo de outros
microsporidios para animais silvestres, como observado nessa pesquisa. Da Silva et al., (2008)
registraram a primeira ocorréncia de Cryptosporidium sp em fezes de Tamandua mirim
(Tamandua tetradactyla), associado ao quadro clinico de diarreia, causada pelo patogeno. Os
autores atribuiram a veiculacao hidrica como via de transmissao e reforga a possibilidade de a

atividade pecuaria ter sua participacao, fato que reforca as suspeitas aqui descritas.

Os esporos de microsporidio possuem uma parede rigida contendo quitina, que os confere
maior resisténcia no meio ambiente (Taghipour et al., 2022), porém o que torna a extragdo de
seu DNA um desafio, pois ndo se rompe facilmente, fazendo-se necessaria adogao de técnicas
alternativas e ou/suplementares para a extragdo do DNA. Nos utilizamos o pré-tratamento com
choque térmico, para melhoramento dos resultados obtidos. Das 127 amostras 8,66% positivas
para E. intestinalis, nimero que poder ser subestimado devido as caracteristicas referidas da
parede dos esporos e a presenga de varios inibidores de PCR nas amostras fecais de origem

ambiental, fatores que dificultam sua expressao génica.

A técnica de PCR ¢ o mais indicado e eficiente para a deteccao de microsporidios intestinais
(Miiller et al., 1999; Saigal et al., 2013), trazendo com sigo, além da identificacdo da espécie,
informacdes moleculares, que pode ser investigada através de seu sequenciamento. A nPCR,
com primers espécie-especifico, utilizada neste estudo, permite maior sensibilidade e

especificidade dos resultados obtidos (Bonin and Dotti, 2011).

O conhecimento das moléstias que acometem mamiferos silvestres ¢ fundamental por

distintos aspectos. O comprometimento da satide de animais infectados com a presenga ou nao
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de quadros clinicos relacionados e, portanto, a questdao de conservacao do mamifero envolvido,
0s quais muitas vezes ja estdo em risco, ou sao espécies ameacadas. Outra questao relevante de
saude tnica ¢ o encontro de patdgenos zoonoéticos, como 0s microsporidios, tornando animais
infectados fontes do patdégeno na natureza, fenomeno de risco para a ocorréncia de epidemias.
Myrmecophaga tridactyla assim como o Periodontes maximus sofrem constantemente com a
perda acelerada de seu habitat ( Desbiez et al., 2022), levando-o a lista de animais vulneraveis
a extingdo pela IUCN (2022) e em risco de extingdo na maioria dos estados brasileiros
(ICMBIO, 2018) essas espécies ja se encontram no plano de manejo para a protecdo e
preservagao, sendo assim, conhecer suas zoonoses corrobora com medidas cautelares para sua
preservacao. As zoonoses podem ser exemplos didaticos no contexto de saude unica, sendo
possivel observar os 3 pilares envolvidos, ambiental, humana e animal (Deps et al., 2003).
Como os microsporidios sdo patdogenos emergentes de interesse global, ampliar o conhecimento
de sua circulagdo no meio ambiente ¢ fundamental para conhecer a epidemiologia desses
patégenos e proposicdo de medidas mitigatorias visando a satde Unica, uma vez que a
dissemina¢do da infec¢do em todos os biomas pode ser dar pelo consumo de dgua e alimentos

contaminados (Stentiford et al., 2016).

Até a presente descricdo ndo ha relatos da presenga das espécies de microsporidios nas
fezes dos animais envolvidos na amostragem deste estudo, fato que demonstra a relevancia dos

nossos resultados, em especial pela questdo zoonoética da espécie identificada.

4. Conclusio

Para finalizar, concluimos que a prevaléncia em Xenarthra foi 8,66%, com maior
ocorréncia em tatus (12,67%) do que em tamandud bandeira (3,8%). Entre as espécies de tatus
incluidas na amostragem, em ordem decrescente observamos com maior ocorréncia tatu do rabo
mole (Cabassous u. squamicaudis, 33,3%), tatu peba (Euphractus sexcinctus, 13,7%) e tatu
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355  canastra (Priodontes maximus, 9%). Portanto, essas espécies de mamiferos devem ser

356  consideradas como fontes de infec¢ao do patdogeno e com papel relevante em saiude Unica.
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