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Resumo

Zorrer, Willian Cardoso Ferreira. Ocorréncia de protozoarios zoondéticos em
animais silvestres e aguas brutas no contexto de saude unica no Sul do estado
do Rio Grande do Sul. 2025. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) -
Programa de Pés Graduacao em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

Este estudo visa detectar a vigilancia epidemiolégica de patdégenos zoondticos, em
animais silvestres no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Sua relevancia esta baseada
nas estimativas de que mais de 60% dos patdogenos humanos conhecidos séo
zoonoticos, sendo a investigacdo crucial devido ao aumento da interagéo
interespécie causada por fatores como expansido urbana e mudancas climaticas.
Investigou-se a ocorréncia de patégenos zoonoticos de relevancia em saude publica
— Cryptosporidium spp., Cystoisospora spp., Giardia lamblia, Leishmania spp. e
Trypanosoma spp. — em animais silvestres e aguas brutas no sul do Rio Grande do
Sul, Brasil, sob a perspectiva da Saude Unica como estratégica para a vigilancia
epidemioldgica, assim como o entendimento dos reservatérios biologicos destes
protozoarios € a dinamica dos mesmos. Foram analisadas amostras teciduais de
animais silvestres atropelados, bem como aguas superficiais de rios e corregos da
microrregido de Pelotas, utilizando-se técnicas de diagndstico molecular para
identificar a presenca dos protozoarios. Os resultados revelaram uma prevaléncia
elevada de Trypanosoma cruzi (80% dos animais analisados), abrangendo ampla
diversidade de hospedeiros, incluindo mamiferos de diferentes nichos ecoldgicos e
aves, evidenciando um ciclo enzodético robusto com potencial de transbordamento
para humanos e animais domésticos. Também foi detectada Leishmania spp. em
individuos na Estagdo Ecolégica Taim e na zona rural de Piratini-RS, localidades

tradicionalmente consideradas de baixa prevaléncia para a leishmaniose, o que



sugere possivel expansao geografica do ciclo silvestre dessa doenga no extremo sul
do Brasil.Paralelamente, a detec¢do dos patdogenos Cystoisospora spp. e Giardia
lamblia foi continua em todas as coletas. No entanto, sua ocorréncia variou
significativamente, mantendo-se entre 25% e 62,5% nos diferentes pontos de coleta.
Esses achados, aliados a detecgado de protozoarios de transmissao hidrica (Giardia
lamblia e Cystoisospora spp.) em fauna e em multiplos pontos de aguas brutas,
reforcam a importancia de integrar o monitoramento ambiental e da fauna na
vigilancia epidemiolégica. O estudo fornece subsidios para a analise da distribuicdo
geografica de patogenos, a formulagdo de estratégias preventivas e de controle
alinhadas aos principios da Satde Unica, visando reduzir riscos & satide humana e

preservar a integridade dos ecossistemas.

Palavras-chave: saude unica; Trypanosoma cruzi; Leishmania spp.; animais

silvestres; contaminacgéao hidrica; Cystoisospora spp.; Giardia lamblia.



Abstract

Zorrer, Willian Cardoso Ferreira. Occurrence of zoonotic protozoa in wild animals
and raw water in the one health context in the South of Rio Grande do Sul
State. 2025. Dissertation (Master’s in Biological Sciences) - Graduate Program in
Microbiology and Parasitology, Institute of Biology, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2025.

This study aims to deploy epidemiological surveillance for zoonotic pathogens in wild
animals in the southern region of Rio Grande do Sul, Brazil. Its relevance is based on
the estimate that more than 60% of known human pathogens are zoonotic, making
investigation crucial due to increased interspecies interaction caused by factors like
urban expansion and climate change. This study investigated the occurrence of
zoonotic pathogens of public health relevance — Cryptosporidium spp.,
Cystoisospora spp., Giardia lamblia, Leishmania spp., and Trypanosoma spp.— in
wild animals and raw water in the South of Rio Grande do Sul, Brazil. This was done
under the One Health perspective as a strategy for epidemiological surveillance and
for understanding the biological reservoirs and dynamics of these protozoa. Tissue
samples from road-killed wild animals, as well as surface water from rivers and
streams in the Pelotas microregion, were analyzed using molecular diagnostic
techniques to identify the presence of the protozoa. The results revealed a high
prevalence of Trypanosoma cruzi (80% of the analyzed animals), encompassing a
wide diversity of hosts, including mammals from different ecological niches and birds.
This highlights a robust enzootic cycle with the potential for spillover to humans and
domestic animals. Leishmania spp. was also detected in animals at the Taim
Ecological Station and in the rural area of Piratini-RS, localities traditionally

considered of low prevalence for leishmaniasis. This suggests a possible



geographical expansion of the disease’s sylvatic cycle in the extreme south of Brazil.
Concurrently, the detection of Cystoisospora spp. and Giardia lamblia was
continuous across all raw water collection points. However, their occurrence varied
significantly, remaining between 25% and 62.5% across the different sites. These
findings, combined with the detection of waterborne protozoa in both fauna and
multiple raw water points, reinforce the importance of integrating environmental and
faunal monitoring into epidemiological surveillance. The study provides critical data
for analyzing the geographical distribution of pathogens, supporting the formulation of
preventative and control strategies aligned with One Health principles, aiming to

reduce risks to human health and preserve ecosystem integrity.

Keywords: one health; Trypanosoma cruzi; Leishmania spp.; wild animals; water

contamination; Cystoisospora spp. ; Giardia lamblia.
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1. Introdugao

A crescente inter-relacdo entre os dominios da saude humana, animal e
ambiental tem ressaltado a necessidade de abordagens interdisciplinares
fundamentadas na perspectiva de Saude Unica. Essa vis&o integra os trés ambitos,
evidenciando como fatores relacionados a urbanizagdo desordenada, a degradagao
ambiental e as mudangas climaticas podem contribuir para a emergéncia e a
disseminacao de doencas zoonoticas. Dessa forma, o envolvimento colaborativo de
multiplas areas do conhecimento é considerado essencial para enfrentar os desafios
sanitarios contemporaneos (Olivera, 2025; Aleman-Santos et al., 2025).

Este trabalho buscou avaliar a dindamica de protozoarios patogénicos
presentes na fauna silvestre, por meio do monitoramento em corredores rodoviarios,
focando, por exemplo, em potenciais ciclos enzodticos envolvendo Trypanosoma
cruzi e espécies de Leishmania spp.. Paralelamente, ao analisar a situacao
ambiental a partir de de amostras de aguas brutas, propde-se a investigar a
ocorréncia de protozoarios de transmissdo feco-oral, como Giardia lamblia e
Cystoisospora spp., que se configuram como objetos de pesquisa para a
compreensao das fragilidades sanitarias relacionadas ao saneamento na regiao
(Mewes et al., 2025; Brentano et al., 2015).

A estratégia de utilizar técnicas de diagnostico molecular avangadas, aliada a
estudos epidemioldgicos, reforga a perspectiva de uma vigilancia integrada e de uma
atuagao articulada entre as areas de saude publica, veterinaria e ambiental (Olivera,
2025; Aleman-Santos et al., 2025). Essa integragéo é vista como fundamental para a
formulagcdo de estratégias de controle que se adaptem as diversas dindmicas de
circulagao dos patoégenos, contribuindo para a identificagdo precoce de potenciais
riscos e para a implementacao de medidas preventivas que possam diminuir a
vulnerabilidade das populacbes expostas (Melo et al., 2024). Além disso, a
consideragao de aspectos ecologicos locais, como a situagdo das unidades de
conservagao, oferece subsidios importantes para compreender os possiveis
caminhos de transmissdo dos agentes patogénicos e reforca a necessidade de
acoes intersetoriais (Brentano et al., 2015).

Em suma, a Saude Unica se apresenta como uma estratégia fundamental
para a mitigacdo dos riscos associados as doengas zoonaoticas, especialmente em
contextos complexos como o observado no Sul do Rio Grande do Sul. Ao integrar
dados oriundos do monitoramento animal e ambiental com avangos em técnicas
diagnosticas, pretende-se fornecer uma avaliagdo da situagao sanitaria regional,
evidenciando a necessidade de uma agenda publica para a elaboragéo de politicas
publicas que promovam a vigilancia, o saneamento e o manejo ambiental, e,
consequentemente, contribuindo para uma saude global sustentavel (Olivera, 2025;
Aleman-Santos et al., 2025; Mewes et al., 2025).
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2. Revisao de Literatura
2.1 Saude Unica: Um Paradigma para a Sautde Publica Moderna

A abordagem de Saude Unica representa uma mudanca de paradigma
fundamental na forma como a ciéncia e a saude publica encaram as doencas
infecciosas. Superando a visdo compartimentada que tradicionalmente separa a
medicina humana da veterinaria e da ecologia, este conceito se baseia na premissa
irrefutavel de que a saude dos seres humanos esta intrinsecamente e
indissociavelmente ligada a saude dos animais e a integridade dos ecossistemas
que compartilhamos (RABINOWITZ et al., 2013). Estima-se que mais de 60% das
doengas infecciosas humanas conhecidas sejam de origem zoonética, e que pelo
menos 75% das doencas infecciosas emergentes em humanos, como a COVID-19,
Ebola e a gripe aviaria, tenham origem em animais (GEBREYES et al., 2014). Este
dado, por si sé, sublinha a urgéncia de uma vigilancia integrada e colaborativa.
Neste contexto, as doencas parasitarias zoondticas assumem um papel de
destaque. Agentes como protozoarios e helmintos mantém ciclos de vida complexos
que frequentemente envolvem multiplos hospedeiros e o ambiente como um
componente crucial para sua transmissdo. Em escala global, estas enfermidades
afetam bilhdes de pessoas, impondo um fardo pesado especialmente sobre
populagdes em paises em desenvolvimento, onde a triade de saneamento basico
inadequado, acesso limitado a agua potavel e condicbes de higiene precarias cria
um ambiente perpetuador para o ciclo de transmissdo de inumeros patégenos
(SILVA, 2022; FONSECA et al., 2014).

O Sul do Estado do Rio Grande do Sul, com sua matriz econémica fortemente
ligada a agropecuaria, extensas areas rurais que se mesclam com centros urbanos
em expansao e ecossistemas ricos em biodiversidade como o Pampa e a Mata
Atlantica, constitui um cenario de particular interesse e risco para a circulagao de
zoonoses. A interface entre areas de produgao agricola, fragmentos de mata nativa
e cidades cria inumeras oportunidades para o contato entre a fauna silvestre,
animais domésticos e a populacdo humana. E nesta interface que este projeto se
propde a investigar a dindmica de patégenos, focando em trés pilares

interconectados da Saude Unica:
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i. O Monitoramento da Fauna e os Riscos Emergentes: A Saude Animal foi
abordada através da vigilancia de patdégenos em animais silvestres. Esses
animais desempenham um papel crucial, ndo apenas atuando como
reservatérios que mantém os agentes infecciosos ativos na natureza, mas
também funcionando como sentinelas bioldgicas. As infec¢gdes detectadas

neles sao indicadores iniciais que podem sinalizar riscos emergentes ou a

expansao geografica de doengas que ameagam outras espécies, incluindo os

seres humanos.

i. Aguas Brutas como Espelho da Contaminagdo: O componente da Saude

Ambiental foi investigado pela analise da qualidade das fontes de aguas

brutas. Essas fontes agem como um espelho da contaminacdo ambiental da

regido e representam um vetor critico para a transmissido de patdégenos

feco-orais para as comunidades. O monitoramento continuo destas aguas é

essencial para compreender a disseminacdo de protozoarios e orientar

medidas de saneamento e tratamento.

iii. O Foco Final e a Determinacdo da Exposicdo: O componente final e

principal foco de preocupacgao é a Saude Humana. A exposi¢cao e o risco para

a populagdo sido determinados diretamente pela interseccdo dos dois

primeiros fatores: a contaminagao ambiental, refletida nas fontes hidricas, e a

proximidade com os robustos ciclos de transmissao que envolvem a fauna

local e doméstica. E através desta visdo integrada que se pode medir a

vulnerabilidade real da comunidade.

A qualidade da agua € um pilar fundamental para a saude publica, uma vez
que 0 acesso a recursos hidricos seguros € imperativo para a prevengao de doengas
de origem hidrica (JUNIOR et al., 2021; DIAS et al., 2008). Nesse contexto, a
contaminagdo dos mananciais por dejetos humanos e animais configura-se como
uma das principais vias de transmissdo para uma ampla gama de patégenos
entéricos. Essa contaminagao ocorre por meio de descargas diretas de esgoto sem
tratamento adequado ou pelo escoamento que transporta residuos organicos a partir
de areas urbanas e rurais (DIAS et al., 2008).

Entre os agentes patogénicos, os protozoarios ganham destaque,
considerando sua elevada resisténcia a métodos convencionais de desinfeccao e
sua baixa dose infecciosa. Estudos tém enfatizado a relevancia da detecgdo de

Giardia lamblia e Cryptosporidium spp. em amostras de agua, evidenciando o risco
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que esses organismos representam para a saude humana, inclusive em situagdes
em que ha facil acesso a mananciais contaminados (JUNIOR et al., 2021; DIAS et
al., 2008). Ademais, a presenca de Cystoisospora spp. em ambientes impactados
pela deposicao de dejetos animais, especialmente em areas onde a coleta e o
manejo destes residuos ndo sao realizados de forma adequada, reforga o risco de
transmissao via agua. Nesse aspecto, iniciativas voltadas a conscientizagdo quanto
ao destino adequado dos dejetos fecais de animais, como demonstrado por Nardo
(2013), sao essenciais para diminuir a dispersdo destes agentes e proteger a saude
publica. Portanto, a integridade dos mananciais é diretamente influenciada por
praticas de manejo de residuos e saneamento basico, sendo a implementagao de
medidas preventivas e o monitoramento continuo estratégias indispensaveis para
garantir a qualidade da agua e mitigar riscos a saude da populacéo.

A infeccdo por Giardia lamblia é considerada uma das parasitoses intestinais
mais comuns em todo o mundo. A analise molecular revelou que G. lamblia € um
complexo de pelo menos oito gendtipos (Assemblages A a H). Os Assemblages A e
B sdo os mais importantes em saude publica, pois infectam humanos e uma vasta
gama de outros mamiferos, incluindo cées, gatos, bovinos e animais silvestres,
caracterizando seu claro potencial zoonoético. Os demais (C a H) sdo mais
especificos de hospedeiros (FENG & XIAO, 2011). A agua contaminada € o principal
elo na cadeia de transmissdo, unindo os ciclos doméstico, silvestre e humano
(GROTT et al., 2016).

O ciclo de vida de G. lamblia € monoxeno (um unico hospedeiro) e
notavelmente simples, porém eficaz. Ele se alterna entre duas formas: o trofozoito,
forma vegetativa e patogénica, e o cisto, forma de resisténcia e infecciosa. O cisto,
eliminado nas fezes do hospedeiro, € a chave para sua sobrevivéncia ambiental. De
formato oval, medindo entre 8-12 um, ele é protegido por uma parede cistica robusta
composta por proteinas e galactosamina, que lhe confere extraordinaria resisténcia
a fatores ambientais adversos, como variagcbes de temperatura, dessecacao e,
crucialmente, aos desinfetantes quimicos como o cloro em concentragdes usuais no
tratamento de agua. Um unico cisto pode permanecer viavel na agua fria por meses
(REY, 2008; TORRICO, 2014).

A infecgao ocorre pela ingestao de cistos maduros, contendo quatro nucleos.
No ambiente acido do estdbmago, inicia-se o processo de excistagdo, que se

completa no duodeno. Cada cisto libera dois trofozoitos. O trofozoito € uma célula
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piriforme, com simetria bilateral, medindo cerca de 15 ym, e possui oito flagelos que
Ihe conferem mobilidade e um disco suctor ventral, uma organela adesiva que |Ihe
permite fixar-se firmemente a superficie dos enterécitos no intestino delgado. Ali,
eles se alimentam e se multiplicam intensamente por divisdo binaria longitudinal. A
medida que sao arrastados pelo transito intestinal para por¢des mais distais, como o
ileo e o colon, o processo de encistacao € desencadeado, formando novos cistos
que serao eliminados nas fezes, prontos para infectar um novo hospedeiro (FENG &
XIAO, 2011).

A patogenia € multifatorial e complexa, envolvendo: (i) uma barreira mecanica
formada por um "tapete" de trofozoitos aderidos ao epitélio, que dificulta a absorg¢ao
de nutrientes; (ii) dano direto aos enterdcitos, levando a atrofia das vilosidades
intestinais e hiperplasia das criptas, o que reduz drasticamente a superficie
absortiva; (iii) inducdo de uma resposta inflamatoria local com infiltragcdo de
linfocitos; e (iv) quebra da barreira intestinal através da indugao de apoptose (morte
celular programada) dos enterécitos, aumentando a permeabilidade intestinal
(HALLIEZ & BURET, 2013). Clinicamente, a infecgao pode ser assintomatica, mas
frequentemente causa diarreia, podendo ser aguda ou crdnica, dor abdominal,
flatuléncia, nauseas e esteatorreia, fezes gordurosas e malcheirosas. Em criangas,
infecgcdes crbnicas ou repetidas estdo associadas a sindrome de ma absorcgao,
desnutricdo, retardo no crescimento e déficits no desenvolvimento cognitivo
(SAVIOLI, SMITH & THOMPSON, 2006).

A criptosporidiose, a sua vez, é uma das principais causas de diarreia
moderada a grave em criangas em paises de baixa renda. A epidemiologia
molecular € crucial para entender as fontes de infecgao. Cryptosporidium hominis
infecta  primariamente  humanos (transmissdo  antropondética), enquanto
Cryptosporidium parvum é uma zoonose classica, tendo os ruminantes jovens como
principal reservatério (THOMPSON & OLSON, 2017). Outras espécies, como C.
felis, de gatos e C. canis, de caes, podem ocasionalmente infectar humanos,
especialmente os imunocomprometidos.

O protozoario apresenta um ciclo monoxeno. A infeccdo se inicia com a
ingestdo de oocistos esporulados, que sdo a forma de resisténcia eliminada nas
fezes. Os oocistos sao esféricos, medem apenas 4-6 um, e sao ainda mais
resistentes que os cistos de Giardia aos desinfetantes, incluindo o cloro, o que os

tornou notodrios por causar grandes surtos hidricos em cidades com sistemas de
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tratamento de agua considerados seguros (CDC, 2024). Ap6s a ingestdo, os
oocistos liberam quatro esporozoitos infecciosos no intestino delgado. Cada
esporozoito invade um enterocito, mas se desenvolve em uma localizagdo unica:
intracelular, porém extracitoplasmatica, dentro de um vacuolo parasitéforo na borda
em escova da célula (SAVIOLI et al., 2006).

Dentro do vacuolo, o parasita passa por ciclos de reproducdo assexuada,
denominada merogonia, formando merontes que liberam merozoitos para infectar
novas células, amplificando a infeccdo. Em seguida, ocorre a reproducado sexuada,
denominada gametogonia, com a formag¢ao de microgametas, gametas masculinos e
macrogametas, gametas femininos. A fusdo destes da origem ao zigoto, que se
desenvolve em um oocisto. Sdo formados dois tipos de oocistos: 80% s&o de parede
espessa, que sao eliminados para o ambiente com as fezes, e 20% sao de parede
fina, que podem se romper ainda dentro do intestino, liberando esporozoitos e
causando a autoinfecgao interna. Este mecanismo é responsavel pela cronicidade e
severidade da doenca em pacientes imunocomprometidos (REY, 2008; TORRICO,
2014). A patogenia da criptosporidiose esta diretamente ligada a destruicdo das
células epiteliais intestinais, com consequente atrofia das vilosidades, ma absorgao
e uma diarreia secretora profusa e aquosa, que pode levar a uma desidratacao
severa. Em individuos imunocompetentes, a doenca é geralmente autolimitada,
durando de 1 a 2 semanas. Em pacientes imunocomprometidos, como portadores
de HIV/AIDS, a infecgdo pode se tornar cronica, debilitante e até fatal, podendo se

disseminar para o trato respiratorio e biliar (FEITOSA et al., 2004).

2.2 A Fauna Silvestre como Reservatorio e Sentinela

A investigacdo da saude da fauna silvestre € uma janela para a saude do
ecossistema. Animais atropelados em rodovias, que fragmentam habitats e
aproximam os ciclos silvestre e urbano, sdo uma fonte valiosa e oportunistica de
amostras para a vigilancia de patoégenos zoonéticos.

A ocorréncia de Trypanosoma cruzi na fauna silvestre, tais como gamba e
algumas espécies de tatu, sdo achados importantes para a compreensao da
situagdo epidemioldgica regional, permitindo evidenciar a existéncia de um ciclo

enzootico na regido. O ciclo de T. cruzi é complexo, alternando entre um hospedeiro
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invertebrado, o inseto triatomineo, popularmente como “barbeiro" e um vertebrado,
predominantemente mamiferos (CHAGAS, 1909; COURA et al., 2015)

i. O ciclo no inseto comega quando ele ingere sangue de um mamifero
infectado contendo as formas tripomastigotas sanguineas. No intestino do
inseto, estas formas se transformam em epimastigotas, que se multiplicam
intensamente por divisdo binaria. Os epimastigotas migram para o reto do
inseto, onde se diferenciam nas formas infectantes, os tripomastigotas
metaciclicos. Este processo leva algumas semanas.

ii. A transmissdo classica ocorre quando o inseto infectado, ao picar, defeca

préximo ao local da picada. Os tripomastigotas metaciclicos presentes nas

fezes penetram ativamente na pele ou mucosas do hospedeiro. Uma vez na
corrente sanguinea, eles invadem diversas células, especialmente as do
sistema fagocitico mononuclear, fibras musculares lisas e cardiacas. Dentro
da célula hospedeira, eles se transformam em amastigotas, formas
arredondadas e iméveis que se multiplicam intensamente por divisdo binaria,
formando "ninhos" que levam a destruigdo da célula. Ao romper a célula, os
amastigotas se transformam novamente em tripomastigotas sanguineos, que
caem na circulagdo para infectar novas células ou serem ingeridos por um

novo vetor, fechando o ciclo (REY, 2008; ZINGALES et al., 2012).

A doenca se divide em duas fases. A fase aguda, que se segue a infecgao, é
frequentemente assintomatica ou oligossintomatica (febre, mal-estar), o que dificulta
o diagnostico. A fase crbnica se desenvolve em cerca de 30-40% dos infectados,
anos ou décadas depois. A patogenia crénica € complexa, envolvendo a persisténcia
do parasita nos tecidos e uma resposta imune inflamatéria crénica que leva a
destruicdo tecidual progressiva. As principais manifestacdes sao a cardiopatia
chagasica crbnica, que cursa com arritmias e insuficiéncia cardiaca, e as formas
digestivas que cursa com megacodlon e megaesofago. (COURA; VINAS, 2010).

Embora a transmissdo vetorial seja a mais conhecida, outras vias sao
epidemiologicamente relevantes hoje, especialmente a transmissao oral, pela
ingestdo de alimentos contaminados (como agai ou caldo de cana) com fezes de
triatomineos ou com carne de caga crua. Esta via costuma causar surtos agudos e
graves (COURA, 2015). Espécies como o gamba (Didelphis spp.) e o tatu (Dasypus
spp) sao reservatorios primarios e de grande importancia. O gamba, em particular, é

um reservatorio sinantropico por exceléncia: ele se adapta ao ambiente
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peridomiciliar, invade forros de casas e galinheiros, e pode albergar tanto o T. cruzi
quanto os triatomineos em seus ninhos, funcionando como uma "ponte" que liga o
ciclo silvestre ao doméstico (JANSEN et al., 2018). A presenga do parasito nestes
animais na regiao de Pelotas é um indicador inequivoco de risco.

Outro tripanosomatideo importante para a saude unica € a Leishmania spp.,
responsavel pela leishmanioses cutanea e visceral. Seu ciclo de vida € digenético,
caracterizado pela alternancia entre o hospedeiro vertebrado, que abriga a forma
amastigota do parasita, e o vetor invertebrado, o flebotomineo — popularmente
conhecido como “mosquito-palha” (LEONEL et al., 2024). No vetor, a infeccéo se
inicia com a ingestdo das amastigotas presentes no sangue do hospedeiro infectado.
No intestino médio do flebotomineo, esses amastigotas sofrem diferenciacdo em
promastigotas, as quais se multiplicam ativamente e migram para a porgao anterior
do intestino, onde se transformam em promastigotas metaciclicas, a forma infectante
(LEONEL et al., 2024). Esse processo, que dura em torno de 7 a 14 dias, é crucial
para a transmissao, pois quando o mosquito-palha pica um novo hospedeiro, ele
regurgita os promastigotas metaciclicas, que ao serem fagocitados pelos
macroéfagos, transformam-se novamente em amastigotas, iniciando a disseminagéo
sisttmica do parasita (LEONEL et al, 2024; READY & ROGERS, 2013). A
Leishmaniose visceral, ou calazar, caracteriza-se por sinais clinicos graves, como
febre prolongada, emagrecimento, esplenomegalia e hepatomegalia, além de causar
imunossupressado, enquanto a Leishmaniose Cutédnea se apresenta com lesdes
cutédneas e mucosas de diferentes dimensdes e distribuicdes (KNIGHT et al., 2023).
A diversidade de manifestagdes clinicas e a variacdo na resposta imune do
hospedeiro demonstram a complexidade da patogenia e reforcam a importancia do
estudo detalhado de cada ciclo de transmiss&o.

Adicionalmente, a identificacdo de Leishmania spp. em reservatorios
silvestres ressalta que esses animais podem atuar como fontes de infec¢ao para os
vetores, contribuindo para a manutengao do ciclo natural do parasita (LAINSON,
1988; RAPELLO et al., 2024). Essa dinamica é particularmente relevante em areas
de ecdétono, onde a proximidade entre os ambientes naturais e as areas urbanas
favorece a transmissdo para humanos, especialmente em contextos de expanséao
urbana e degradagdo ambiental (RAPELLO et al., 2024). Dessa forma, o
monitoramento tanto da fauna silvestre quanto dos vetores, aliado a estratégias

integradas de controle, é fundamental para a gestéo e prevencgéo da leishmaniose.
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3 Objetivo Geral:

Avaliar a ocorréncia de protozoarios zoonoticos em animais silvestres atropelados e

em amostras de aguas brutas na regido sul do Rio Grande do Sul.

3.1 Objetivos Especificos:

i) Detectar, através de técnicas de biologia molecular, o DNA de Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, Giardia lamblia, Cystoisospora spp. € Cryptosporidium spp. em
amostras de tecidos de animais silvestres atropelados em rodovias da regio.

ii) Detectar, através de técnicas de biologia molecular, o DNA de Giardia lamblia,
Cystoisospora spp. e Cryptosporidium spp. em amostras de aguas brutas da cidade

de Pelotas e municipios limitrofes.
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4 Materiais e Métodos

O presente estudo foi conduzido na regido Sul do Estado do Rio Grande do
Sul (RS), abrangendo a microrregido de Pelotas e municipios adjacentes, incluindo
Pelotas, Capdo do Le&o, Pedro Osorio, Cangugu, Morro Redondo, Rio Grande,
Bagé e Santa Vitéria do Palmar. A regido possui um clima subtropical umido,
historicamente associado a condigbes climaticas que, no passado, nao favoreciam a
manutencgao de vetores, como os transmissores de Leishmania spp. (HIRSCHMANN
et al., 2017). No entanto, o cenario epidemiolégico tem mudado, com o aumento da
disseminacdo de Leishmania spp. € o risco de expansdo de seu ciclo silvestre
(PRADELLA et al., 2020; KONO et al., 2023).

Todos os pontos de atropelamento do estudo foram mapeados de acordo com
o descrito por Caldart et al. (2021), por meio do sistema de posicionamento global
(GPS) com o aplicativo movel MyGPS Coordinates a fim de gerar um mapa de maior
incidéncia de animais atropelados e mortos de acordo com o proposto inicialmente
neste projeto.

Todos os procedimentos e coletas foram realizados em estrita conformidade
com as normas éticas e legais vigentes. O estudo possui as devidas autorizagdes do
Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEUA n° 182/2024/CEUA - Processo
n°® 23110.038090/2024-45), do Sistema de Autorizagdo e Informacédo sobre a
Biodiversidade (SISBIO n° 96569-1), e para o acesso e gestdo do patriménio
genético pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético (SISGEN n°
A804F27).

4.1 Coleta e Processamento de Amostras de Animais Silvestres:

Entre fevereiro e agosto de 2025, foram realizadas coletas mensais de
carcagas de animais silvestres vitimas de atropelamento, concentrando-se em um
importante corredor ecoldgico facilitando a movimentacdo de espécies entre
fragmentos de habitat, mas também apresentam riscos, como atropelamentos e
fragmentacao de habitats (DIAS et al., 2021; GOMES et al., 2019). O monitoramento
abrangeu, conforme demonstrado na Figura 1, os trechos rodoviarios a seguir:
BR-293 (do Km 0 ao Km 153); a BR-116 (do Km 526 ao Km 752); a BR-392, desde o

seu entroncamento com a BR-116 no Km 67,8 até o Km 111; a BR-471, do seu
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entroncamento com a BR-116 no Km 526 até o Km 530; e, adicionalmente, toda a
extensao da Avenida Eliseu Maciel no municipio de Capdo do Leao, via que
atualmente integra o tragado da BR-392. O critério de inclusdo para as amostras foi
o bom estado de conservacao da carcaca, visando minimizar a degradagao tecidual
e a ocorréncia de contaminagdes ou infestagdes parasitarias post-mortem. No local
da coleta, cada espécime foi acondicionado em um saco plastico individual e
devidamente identificado com etiqueta contendo a data e as coordenadas
geograficas precisas. Posteriormente, as carcagcas foram transportadas sob
refrigeracdo ao Laboratério de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFPel para
a realizacado das necropsias e, quando possivel, coleta de sangue em tubos EDTA.
Durante este procedimento, foram coletados fragmentos de 6rgaos-alvo (figado,
coragao, baco, intestinos, tecido muscular, entre outros). As amostras de tecido
foram imediatamente acondicionadas e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para

preservar a integridade do material genético até as analises posteriores.

Figura 1: Distribuicdo espacial e trechos rodoviarios monitorados para coleta de fauna atropelada
(Fevereiro—Agosto, 2025). O mapa ilustra o corredor rodoviario investigado no Sul do Rio Grande do
Sul, delimitado pelas quilometragens das vias BR-293 (Km 0-153), BR-116 (Km 526-752), BR-392
(Km 67,8-111) e BR-471 (Km 526-530), além da Avenida Eliseu Maciel (BR-392) em Capao do Leéo.
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4.2 Coleta e Processamento de Amostras de Agua:

A amostragem de agua bruta foi realizada em oito pontos estratégicos na
regiao de estudo, cujas localizagdes estao referenciadas na Figura 2. Os pontos de
coleta englobam cursos d'agua cruciais para a dinamica hidrica regional, incluindo o
Arroio Moreira e o Arroio Pelotas (este ultimo formado pela jungédo dos Arroios das
Caneleiras e do Quilombo, que atravessam as areas rurais de Pelotas). O Canal Séo
Gongalo — que serve como principal via fluvial de escoamento para toda a bacia
hidrografica da regido, conectando a Lagoa Mirim e a Lagoa dos Patos — também
foi monitorado. Adicionalmente, foram incluidos os Canais Santa Barbara, Pepino e
Séao Francisco, que compdem a area de escoacgao de aguas brutas da cidade. Em
todos os casos, essas aguas confluem para a Lagoa dos Patos, onde se localiza o
ultimo ponto de coleta na Praia do Laranjal. As coordenadas geograficas dos pontos
amostrados sao: Arroio Moreira (31° 45' 38.6" S,52° 24' 09.2" O); Barragem Santa
Barbara (31° 42' 47.8" S,52° 22' 23.6" O); Canal Santa Barbara (31° 46' 13.5" S,52°
21' 32.8" O); Canal do Pepino (31° 46' 41.4" S,52° 19' 38.5" O); Arroio Pelotas (31°
46' 21.1" §,52° 16' 54.7" O); Canal Sao Gongalo (31° 46' 24.2" S,52° 17" 10.5" O);
Canal S&o Francisco (31° 45' 48.1" 5,52° 18' 54.9" O); e Praia do Laranjal (31° 46’
05.6" S,52° 13' 35.0" O).
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Figura 2: Mapa dos oito pontos de coleta de agua bruta utilizados para a pesquisa na regido de

Pelotas, Sul do Rio Grande do Sul. Os pontos monitorados incluem arroios e canais de escoamento

que desaguam na Lagoa dos Patos.
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As coletas seguiram as diretrizes do protocolo da FUNASA (BRASIL, 2020),

com um intervalo de seis semanas entre cada coleta, durante o periodo de margo a
agosto de 2025. Em cada ponto, foram registrados os parametros fisico-quimicos in
situ, incluindo pH, temperatura da agua e temperatura do ambiente, além da data e
do horario. Adicionalmente, o volume pluviométrico no intervalo entre as coletas foi
sistematicamente monitorado. Adotou-se o critério rigoroso de nao realizar coletas
durante ou nas 48 horas subsequentes a eventos de chuva. Para evitar a influéncia
de alteragdes nas amostras de agua bruta devido ao escoamento superficial (runoff)
— que, em decorréncia de eventos de chuva, arrasta excesso de solidos, turbidez e
contaminantes microbiolégicos e quimicos aos cursos d’agua —, adotou-se o critério
de nao realizar coletas durante ou nas 48 horas posteriores a eventos
meteorologicos de chuva.

O escoamento superficial, especialmente apds chuvas, carrega sedimentos e
poluentes que podem distorcer significativamente a qualidade da agua analisada.
Por exemplo, um estudo de Bertol et al. (2007) evidencia que o escoamento
superficial pode aumentar a carga de nutrientes e poluentes na agua, influenciando
os resultados das analises de qualidade da agua. Isso mostra que a contaminagao
pode ser agravada em dias chuvosos, tornando as coletas realizadas nesses
periodos pouco confiaveis para a avaliagdo das condi¢gdes basais do corpo d'agua.
Este procedimento metodolégico é fundamental para garantir a representatividade
da amostra em relagdo as condigbes basais do corpo d'agua, aumentando a

comparabilidade dos dados e reduzindo potenciais interferéncias analiticas.

4.3 Analise Molecular

4.3.1 Amostras de Sangue

A extragdo de DNA das amostras de sangue total foi realizada com o
reagente TRIzol®. Para cada amostra, 300 uL foram transferidos para um microtubo
de 2 mL (Kavsi, Brasil), aos quais foram adicionados 1 mL de TRIzol® (Invitrogen™,
EUA). A mistura foi homogeneizada em vortex (VX-18, lonLab, Brasil) e mantida em
temperatura ambiente por 10-15 minutos, para permitir a desnaturagao completa de
nucleoproteinas.

Em seguida, realizou-se a purificagdo com solventes organicos.

Adicionaram-se 200 uyL de cloroférmio (Labsynth, Brasil), seguido de
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homogeneizagdo e mantida por 2-3 minutos em temperatura ambiente. A separagao
das fases foi obtida por centrifugacédo a 13.000 RPM por 10 minutos a 4 °C em
centrifuga refrigerada (NT 805, Novatecnica, Brasil).

O sobrenadante aquoso foi transferido para um novo microtubo, e o DNA foi
precipitado pela adigdo de 1 mL de etanol absoluto gelado. Apés homogeneizagao
por inversdo, as amostras foram incubadas a -20 °C por uma hora e centrifugadas a
13.000 RPM por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e o pellet de DNA
foi lavado com 1 mL de etanol 70%, seguido de centrifugagdo a 13.000 RPM por 2
minutos. Apos a remogao do sobrenadante e a secagem completa do pellet em
temperatura ambiente, o DNA foi ressuspenso em 100 pL de agua livre de DNAse e

incubado a 37 °C por uma hora.

4.3.2 Amostras de Tecido

Para a extracdo de DNA de fragmentos de tecidos (figado, coragao, baco,
intestinos e pulmdes), utilizou-se o reagente Quick-Zol (Ludwig Biotecnologia,
Brasil), seguindo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, aproximadamente
100 mg de cada tecido foram homogeneizados em 1 mL de Quick-Zol. Apés um
periodo de 5 minutos a temperatura ambiente para garantir a dissociagdo de
complexos proteicos , adicionaram-se 200 pL de cloroférmio. A mistura foi
vigorosamente agitada e centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C para
separacgao de fases.

A fase aquosa superior foi descartada, e o DNA foi precipitado da fase
intermediaria/organica pela adigdo de 300 pL de etanol 100%. Apds centrifugagéo a
2.000 x g por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi removido. O pellet de DNA foi
submetido a duas lavagens: a primeira com 2 mL de etanol 75% e incubacéao de 30
minutos , e a segunda com etanol 100%. A cada lavagem, o DNA foi recuperado por
centrifugacédo a 2.000 x g por 5 minutos. Finalmente, o pellet seco foi ressuspenso

em agua ultrapura e estocado a -20 °C.

4.3.3 Processamento de Amostras de Agua Bruta e Extragdo de DNA

O processamento das amostras de agua foi realizado em duas etapas:
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i) Filtracdo e Analise Microbiolégica: As amostras de agua bruta foram
inicialmente filtradas para concentrar a biomassa em suspensdo, seguindo
uma metodologia adaptada de GROTT et al. (2016), utilizando um volume
total de dois litros de agua bruta para a pesquisa de protozoarios suspensos
em agua. Em seguida, uma aliquota de 100 pL de cada amostra
homogeneizada foi semeada em placas de agar MacConkey, que foram
incubadas a 37 °C por 24-48 horas.

i) Extracdo de DNA de Colbnias Bacterianas: Para a confirmacdo molecular,
colénias selecionadas foram suspensas em solucao salina fosfatada (PBS). A
extracdo do DNA bacteriano foi entdo realizada com o reagente TRIzol®

descrito no item 5.3.1.1.

4.3.4 Quantificagao e Analise de Pureza do DNA

Apés a extragao, a concentracdo e a pureza de todo o DNA obtido foram
aferidas em espectrofotdmetro (NanoDrop Lite, Thermo Fisher Scientific, EUA). Para
cada amostra, de 1 pL foram aplicados no pedestal de leitura do equipamento. A
pureza foi avaliada pela razdo de absorbancia A260/A280, sendo consideradas
adequadas para as analises posteriores as amostras com valores entre 1,5 e 2,1

(1,8 £ 0,3), conforme recomendacao do fabricante.

4.3.5 Analise Molecular por Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Detecgao de Cryptosporidium spp.

Para a pesquisa de Cryptosporidium spp., com base no protocolo de Xiao et
al. (1999), a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 1300 pares de
base (pb) do gene SSU rRNA foi realizada com os primers SSU-F2
(5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3) e SSU-R2
(3-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-5’). As reacgdes tinham um volume final de 25
ML, contendo 2 uL de DNA com concentragédo de ~100 ng/uL, 1,0 uL de cada primer
de 0,1 uM, 2,5 pL de dNTPs (2,5 mM), 2,5 uL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI, pH
8.5 e 500 mM KCl), 0,75 yL de MgCl. (50 mM), 1,25 uL de Taq DNA polimerase (5
U/uL) e 14 uL de agua ultrapura. As condi¢des de amplificagdo consistiam em:

desnaturagao inicial a 94 °C por 2 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 45 segundos,
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anelamento 56 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto; e uma extenso final a 72

°C por 7 minutos.

Deteccgao de Cystoisospora spp.

A deteccdo de Cystoisospora spp., com base no protocolo de Samarasinghe
et. al. (2008), foi realizada por meio de uma Nested PCR direcionada a regiao 1TS1
do rDNA.

i) Primeira Reacédo (PCR): A reacao inicial, em um volume de 25 pL, utilizou

os primers ITS-F (5'-CCGTTGCTCCTACCGATTGAGTG-3') e EMR7Y

(5'-GCATTTCGCTGCGTCCTTCATCG-3'). A mistura de reagéo continha 12,5

pmol de cada primer, 200 yM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl. e 0,5 U de

Tag-Polimerase e 2 pL de DNA com concentragcdo de ~100 ng/uL. As

condi¢gdes de ciclagem sdo: uma etapa inicial de 94 °C por 2 min; seguida por

45 ciclos de 94 °C por 30 segundos, anelamento a 62 °C por 20 segundos e

extensdo a 72 °C por 35 segundos; e uma extensao final a 72 °C por 7

minutos.

i) Segunda Reacdo (Nested PCR): Utilizando o produto da primeira reag&o

como molde, uma segunda amplificacdo foi feita com os primers internos

ITSG-F (5'-GATCATTCACACGTGGCCCTT-3") e ITS-R2

(5'-GACGACGTCCAAATCCACAGAGC-3') para gerar um fragmento de

aproximadamente 450 pb. As condi¢gdes de reagdo e ciclagem foram as

mesmas da primeira PCR, com excecao da temperatura de anelamento, que

foi elevada para 68 °C.

Detecgao de Escherichia coli produtora de Shiga toxina (STEC)
Para a identificacdo de STEC, foi realizado um ensaio de multiplex PCR

(mPCR) para a detecgédo simultdnea dos genes da Shiga toxina 1 (stx7), Shiga
toxina 2 (stx2) e, como controle interno, do gene 16S rRNA de E. coli, com base no
protocolo de Osek et. al. (2003). A reacgao foi ajustada para um volume final de 25
ML, contendo 2,5 uL de DNA molde com concentragdo de ~100 ng/uL, tampao 1x
(Taq Buffer contendo 10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 50 mM KCI e 0.08% Nonidet P40),
200 uM de cada dNTP, 5 mM de MgCl. e 1 U de Tag DNA polimerase. Foram
utilizados os primers LP30/LP31 para o gene stx1 e LP43/LP44 para o gene stx2,
ambos na concentragao final de 0,1 uM, e os primers 16S-F/16S-R para o gene 16S
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rRNA na concentragéo de 0,05 uM. O volume foi completado com agua ultrapura. As
condigdes de ciclagem consistiam em desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos; 30
ciclos de 94°C por 1 minuto,anelamento a 53°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e
uma etapa final a 53°C por 7 minutos. Os amplicons esperados eram de 348 pb
(stx7), 584 pb (stx2) e 798 pb (16S rRNA).

Deteccao de Giardia lamblia

Para a deteccao de G. lamblia, com base no protocolo de Hopkins et.
al.(1997), foi amplificado um fragmento de 292 pb da extremidade 5' do gene
SSU-rRNA. Foram utilizados os primers RH11 (5'-CATCCGGTCGATCCTGCC-3') e
RH4 (5'-AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3'). A reacgao foi realizada em um
volume de 25 L, contendo 12,5 pmol de cada primer, 200 yM de cada dNTP, 2 mM
de MgCl., 1 unidade de Tag-Polimerase e 2 yL de DNA com concentragdo de ~100
ng/uL. As condigbes de amplificagdo consistiram em uma desnaturagao inicial a 94
°C por 2 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 59 °C por 20 segundos e 72

°C por 30 segundos; seguidos de uma extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Deteccao de Leishmania spp.

Para a pesquisa de Leishmania spp., com base no protocolo de El Tao et.
al.(2000), foi amplificada a regido ITS1 do operon ribossomal, gerando um produto
de aproximadamente 320 pb. A reacdo foi realizada com os primers LITSR
(5-CTGGATCATTTTCCGATG-3'") e L5-8S (5-TGATACCACTTATCGCACTT-3"). Em
um volume final de 25 pL, a mistura de reacdo continha 1 pL de DNA com
concentracao de ~100 ng/uL, 25 pmol de cada primer, 200 yM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl. e 2 U de Taq polimerase. As condigdes de ciclagem consistiram em
uma desnaturagao inicial a 94 °C por 2 minutos; seguida por 35 ciclos de 94 °C por
20 segundos, anelamento a 53 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 1 minuto;

com uma extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Detecgcao de Trypanosoma cruzi

A deteccéo de T. cruzi, com base no protocolo de Schijman et. al.(2011), foi
direcionada ao DNA do cinetoplasto (kDNA) para amplificar um fragmento de 330
pb. Foram empregados os primers 121 (5'-AAATAATGTACGGGAGATGCATGA-3") e
122 (5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3'). A reacédo foi conduzida em um
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volume de 25 pL, 10 yM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 3 mM de MgCl. e 1,5 U
de Tag-Polimerase, 2 yL de DNA com concentragdo de ~100 ng/uL. O protocolo de
ciclagem seguiu uma etapa de desnaturacéo inicial de 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos
de 94 °C por 1 minuto , anelamento a 62 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1

minuto; e uma extensao final de 7 minutos a 72 °C.

4.3.6 Processamento de Amostras por PCR e Analise por Eletroforese

O processamento das amostras por PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase)
foi realizado utilizando diferentes equipamentos termocicladores: Termociclador
convencional Bio-Rad® T100, Eppendorf® Mastercycler gradient e Applied
Biosystems® 2720. Para o controle de qualidade das reagdes, foi utilizada agua
ultrapura (H.O DNAse Free) como controle negativo. Como controles positivos,
foram empregadas amostras de DNA previamente confirmadas, disponiveis no
LaBMol-Vet (Laboratério de Biologia Molecular Veterinaria), além de controles de
Cryptosporidium spp. cedidos pelo Laboratério de Doengas Parasitarias da
Universidade Federal de Santa Maria, e controles de Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp. fornecidos pelo Laboratério de Protozoologia da Universidade

Federal de Santa Catarina.

Tabela 1: Par&metros moleculares e de eletroforese utilizados na detec¢do de protozoarios e

bactérias zoondticas em amostras de agua e fauna.

. Sequéncia- Fragmento . Concentragao
Patégeno Alvo (bp) Primers Protocolo do Gel
Cryptosporodium_
Cryptosporidium  Gene SSU SSU-F2 e XIAO et al. o
spp. rRNA 1318 bp Cryptosporidium_S (2000) 1.2%
SU-R2
Leishmania spp. Regido ITS1 320 bp LISTReL58s - gggg; al. 1,5%
DNA do
Trypanosoma cruzi Cinetoplasto 330 bp 121 and 122 SC;':%’?:\I) ot 1,5%
(kDNA) ’
Cystoisospora s 18s rRNA @ 450 b ITSF e EMR7 / Sgl\l-/llér\;?aslm 1,5%
4 POI& SPP- |54 rpNA P ITSGFeITSR2 : o7
(2008)
L ) HOPKINS et 0
Giardia lamblia 18S rRNA 292 bp RH11 e RH4 al. (1997) 1,5%
Escherichia coli ~ 16srRNA  798bp  16S-Re16sR  Oocketal 1,5%

(2003)
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Para a analise dos resultados das reagbes de PCR, conforme protocolos
apresentados na Tabela 1, os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese. Inicialmente, as aliquotas de 12 uyL de cada produto foram
homogeneizadas com 2 pL de tampéao de carregamento (Azul de Bromofenol com
Glicerol) e aplicadas nos pogos do gel. O gel de agarose foi preparado em tampéao
TBE (1x) e revelado com brometo de etidio (incorporado ao gel e ao tampao em uma
concentracdo final de aproximadamente 0,5 ug/mL), seguindo a metodologia
descrita por Osek et al. (2003). A concentracao padrao do gel foi de 1,5% de
agarose. Contudo, essa concentragdo foi ajustada para 1,2% com o objetivo de
otimizar a resolu¢do de fragmentos de tamanho superior a 1000 pb (pares de base),
pratica comum em protocolos de deteccdo molecular (Hopkins et al., 1997;
Samarasinghe et al., 2008; Schijman et al., 2011).

A corrida eletroforética foi conduzida a 110 V por um periodo de 45 a 60
minutos para garantir a separagdao adequada das bandas. Em cada gel, foi aplicado
um marcador de peso molecular (50 pb Ladder), que serviu como referéncia para a
estimativa do tamanho dos amplicons (Osek et al., 2003). Apés a corrida, os
fragmentos de DNA foram visualizados sob luz ultravioleta em um transiluminador
(Hoefer Scientific MacroVue UV-25, EUA) e o registro fotografico dos géis foi
realizado por um sistema de documentagao digital. As amostras foram consideradas
positivas pela visualizagao de bandas nitidas e com o peso molecular esperado para
cada par de primers, conforme comparado com o marcador de peso molecular
(Hopkins et al., 1997; Osek et al., 2003).

4.4 Andlise Estatistica

A analise dos dados obtidos foi conduzida por meio de estatistica descritiva,
com foco no calculo da frequéncia absoluta e relativa de amostras positivas. Este
procedimento visou quantificar a ocorréncia dos protozoarios (Cryptosporidium spp.,
Cystoisospora spp., Giardia lamblia, Leishmania spp., Trypanosoma spp.) € demais
patdgenos entéricos identificados nos animais silvestres e nas aguas brutas da
regido. Todas as analises e manipulagdes dos dados foram realizadas com o auxilio

das ferramentas estatisticas e planilhas eletronicas disponiveis no Google Sheets.
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5 Resultados e Discussao

Os dados obtidos revelam um cenario complexo, dinAmico e interconectado
de circulacdo de patdgenos zoondticos na regido Sul do Rio Grande do Sul,
corroborando a pertinéncia da abordagem de Saude Unica como estratégia para
compreensao e mitigagdo dos riscos. A investigacdo integrada da fauna silvestre
atropelada nas rodovias da regido e dos recursos hidricos que atravessam a regiao
e desaguam na Lagoa dos Patos, demonstrou a presencga e a sobreposigcao espacial
e temporal de diversos protozoarios de relevancia epidemiologica. Essa
sobreposigao sugere um papel ativo do ambiente como elo de transmiss&o entre os

diferentes hospedeiros.

5.1 Protozoarios detectados em Animais Silvestres

A analise molecular de amostras provenientes de 25 animais silvestres
(Figura 3) revelou uma alta prevaléncia de protozoarios patogénicos. O agente mais
frequente foi o Trypanosoma cruzi, detectado em 20 individuos (prevaléncia
absoluta) de um total de 25, o que representa uma prevaléncia relativa de 80%.
Essa deteccdo abrangeu uma ampla diversidade de espécies hospedeiras,
apresentadas em detalhe na Tabela 1, incluindo diversos mamiferos
(gamba-de-orelha-branca, tatu-galinha, graxaim-do-mato, zorrilho, rato-do-banhado,
capivara, veado-campeiro, quati) e aves (saracura-do-mato, tacha-cinzenta e
falcao-peregrino), entre outras espécies apresentadas nos materiais suplementares
deste trabalho.

Essa amplitude evidencia um ciclo enzoético robusto e consolidado na regiao,
com notavel potencial de transbordamento zoondtico para animais domésticos e
humanos. A inclusdo desses multiplos hospedeiros corrobora a complexidade
evolutiva e ecoldgica da Doenga de Chagas, conforme ilustrado por Prata et al.
(2011), que descrevem o desenvolvimento da doenga a partir do ciclo silvestre.
Adicionalmente, o achado reforga a importancia de investigagdes voltadas para a
ocorréncia de tripanosomatideos em vetores e hospedeiros alternativos, como o
trabalho de Peixéto et al. (2022) em carrapatos associados a capivaras, sublinhando
a natureza multivetorial e multirreservatério da transmissao na regido.

Outros protozoarios também foram detectados, embora com menor
frequéncia, como Leishmania spp. (n = 4) e Trypanosoma spp. (n = 1) diferente de

Trypanosoma cruzi, evidenciando a diversidade de patégenos em circulagao.
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Protozoarios de transmisséo fecal-oral também estiveram presentes nas amostras
de tecidos intestinais, com destaque para Giardia lamblia em seis animais e

Cystoisospora spp. em cinco.

Animais Coletados

Quati Falcdo Peregrino
Veado Campeiro / Mao Pelada
Tatu galinha

Capivara

Graxaim do Mato

Cagado Cinza

Gamba Orelha-Bra...

Saracura do Mato

Téché-Cinzenta

Réto do Banhado Zorrilho

Figura 3: Distribuicdo da fauna silvestre coletada (n=25) em incidentes de atropelamento nas
rodovias na Regido Sul do RS. O gréfico ilustra a frequéncia absoluta das espécies que compdem o

plantel monitorado.

A auséncia de Cryptosporidium spp. na amostragem da fauna silvestre é um
achado relevante, mas sua interpretagao deve ser feita com cautela. Esse resultado
pode indicar que o ciclo silvestre ndo exerce um papel central na disseminacao
ambiental do patégeno, sugerindo que fontes antropondticas, como o esgoto urbano,
tradicionalmente associado a C. hominis, ou animais de producdo, especialmente
bovinos portadores de C. parvum, sejam as principais vias de contaminagao dos
corpos d’agua (PUMIPUNTU & PIRATAE, 2018). Entretanto, é importante
reconhecer que a nao deteccao pode refletir desafios metodoldgicos inerentes a
identificacdo de Cryptosporidium spp. Ja demonstrou-se que a excregao de oocistos
ocorre de forma intermitente, o que pode levar a falsos negativos quando
amostragens pontuais s&o realizadas, mesmo em animais infectados
(ROBERT-GANGNEUX et al., 2025). Além disso, o perfil dos individuos amostrados,
predominantemente adultos, como os obtidos em casos de atropelamento, pode

influenciar os resultados, pois filhotes ou animais em extremos etarios tendem a
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apresentar padrbes de excre¢cdo e cargas parasitarias mais elevados
(MARTI-MARCO et al., 2023). Esses aspectos destacam a necessidade de adotar
abordagens metodologicas mais abrangentes, que permitam diferenciar entre a
verdadeira auséncia de infeccado e limitagbes técnicas dos protocolos de coleta e
detecgdo. Assim, recomenda-se a realizacdo de estudos complementares com
analises segmentadas por faixa etaria e o emprego de técnicas analiticas
alternativas, que aumentem a sensibilidade e a confiabilidade na identificacdo de
Cryptosporidium spp. (ROBERT-GANGNEUX et al., 2025; CUNHA et al., 2019).

Tabela 2: Ocorréncia e Prevaléncia de Protozoarios Zoondéticos em Animais Silvestres Coletados no
Sul do Rio Grande do Sul (Fevereiro—Agosto, 2025). Detalha-se o numero absoluto (n) e a
prevaléncia relativa (%) de protozoarios zoondéticos detectados em 25 animais silvestres, assim como,

a listagem das espécies hospedeiras parasitadas por cada agente.

. Casos Prevaléncia - .
Patégeno S e 7 (%) Espécies Parasitadas
Gamba de Orelha Branca, Falcao Peregrino,
Trvpanosoma cruzi 20 80 Tatu-Galinha, Graxaim do Mato, Saracura do Mato,
P Zorrilho, Rato do Banhado, Tacha-Cinzenta,
Capivara, Veado Campeiro, Quati
LR S 4 16 Gamba de Qrelha Branca, Capivara, Graxaim do
Mato, Quati
Trypanosoma spp. 1 4 Mo Pelada
(ndo-cruzi)
Giardia lamblia 6 o4 Gra>.<a|m do Mato, Tatu-Galinha, Saracura do Mato,
Zorrilho, Capivara
) Gamba de Orelha Branca, Cagado Cinza,
Cystoisospora spp. 5 20 Tatu-Galinha, Zorrilho
Cryptosporidium spp. 0 0 N/A

A deteccdo de Leishmania spp. em quatro individuos da fauna silvestre,
provenientes de duas areas geograficamente distintas e tradicionalmente
consideradas de baixa prevaléncia no Rio Grande do Sul, € um achado que sugere
uma dinamica epidemiolégica mais complexa do que a suposta para a regido. Este
resultado evidencia a circulagdo do parasito mesmo em zonas com baixa incidéncia
clinica, o que pode ser reflexo da presencga de vetores competentes e das alteracdes
no uso da terra que intensificam o contato na interface nativa-antropogénica
(Pradella et al., 2020; Osmari et al., 2024).
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Especificamente, a identificacdo de Leishmania spp. em espécies como o
graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) e o quati (Nasua nasua), configura um achado
epidemioldgico importante, confirmando a existéncia de um ciclo enzodtico ativo que
envolve a fauna local (LAINSON, 1988). Isso reforga o entendimento de que os
reservatorios silvestres mantém e disseminam o parasito independentemente do
ciclo urbano, sendo um fator de complexidade na dindmica da leishmaniose em
regides de ecétono (LAINSON, 1988; RAPELLO et al., 2024).

A relevancia deste resultado reside na capacidade da fauna silvestre de atuar
como reservatdério ou marcador da presengca do agente etiolégico em areas
consideradas de baixo risco. Os dados obtidos contribuem para a compreensao de
que, no Rio Grande do Sul, fatores ambientais e ecoldgicos propicios a presenca de
vetores podem sustentar a transmissdo, mesmo que de forma discreta, ajudando a
desvendar um ciclo que pode estar subdiagnosticado na regido (Osmari et al., 2024).

Essa situagao refor¢ca a importadncia do monitoramento continuo ndo apenas
dos hospedeiros domésticos, mas também dos da fauna silvestre, sobretudo em
areas que historicamente ndo eram vistas como focos de leishmaniose,
evidenciando uma complexa interface entre ecologia, alteragbes ambientais e
dindmica de vetores (Pradella et al., 2020; , Osmari et al., 2024). Na Estagao
Ecologica Taim, localizada em uma regido umida costeira com predominio de
ecossistemas alagadicos e baixa densidade populacional humana, o registro positivo
em uma Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) representa um achado
epidemiologicamente significativo. Essa espécie, pela sua abundancia local, habito
gregario e mobilidade em ambientes aquaticos e terrestres, pode atuar como
hospedeiro de manutengao ou amplificacao, facilitando a circulagao do parasita em
nichos nao tradicionalmente monitorados (SILVA et al., 2009; AZAMI-CONESA et al.,
2021).

A variabilidade climatica associada aos fenédmenos E/ Nifio e La Nifia tem sido
amplamente documentada na literatura e esta relacionada com alteragdes no regime
pluviométrico, conforme demonstrado por Matzenauer et al. (2018). No sul do Brasil,
a presenca de anomalias pluviométricas, com elevados indices de chuva durante
eventos E/ Nifio e reducdes associadas a La Nifia, é identificada, especialmente
durante os meses criticos da primavera, especialmente outubro e novembro
(MATZENAUER et al.,, 2018). Essa alternancia na disponibilidade hidrica pode
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modificar expressivamente o microambiente em que os vetores flebotomineos se
desenvolvem.

Além disso, os impactos do El/ Nifio e da La Nifa sobre os padrbes de
precipitacdo, associados a flutuagdes térmicas e a ocorréncia de ondas de calor,
podem alterar tanto a quantidade quanto a distribuicdo temporal dos eventos
pluviométricos, como discutido por Minuzzi e Frederico (2017). Mudancgas
resultantes, que incluem periodos prolongados de atividade pluviométrica
intercalados com secas severas, podem favorecer transformacgées na dindmica dos
vetores. Se sugere que ambientes submetidos a extremos de umidade e
temperatura podem ampliar o periodo de atividade dos insetos e aumentar sua
capacidade de dispersdo, devido a adaptagcdo a condigbes ambientais alteradas
(MEDEIROS et al., 2021).

Episddios recorrentes de seca tém o potencial de reduzir a disponibilidade de
habitats tradicionais, incentivando a colonizacdo de novas areas e aumentando o
contato entre os vetores e os hospedeiros humanos ou animais. Embora pensadores
tenham evidenciado que vetores flebotomineos sejam escassos, a consisténcia dos
resultados na modulacdo dos padrbdes climaticos reforca a hipotese de que tais
alteracbes possam contribuir para a dispersao e a extensao do periodo ativo desses
organismos (MATZENAUER et al., 2018).

Portanto, a intermiténcia entre periodos de intensa pluviosidade (associada
ao El Nifio) e fases secas (imputaveis a La Nifa), juntamente com episddios
histéricos de seca, cria um cenario climatico dindmico que pode levar a alteracdes
no comportamento e na distribuicdo dos vetores flebotomineos. Essa hipotese se
fundamenta ndo somente na variagao quantitativa da precipitagdo, mas também nas
mudancgas estruturais do ambiente que elas promovem, afetando diretamente os
fatores que regulam a atividade, a sobrevivéncia e o potencial de dispersdo dos
insetos. Além disso, o aumento de temperaturas médias e a modificacdo de
micro-habitats pela atividade antropica podem ter criado condigdes propicias para o
estabelecimento de populagdes vetoriais em areas antes consideradas marginais
para a transmissdo (BARTA et al., 2021; CORDEIRO, 2016). A conjuncdo desses
fatores sugere que os casos detectados podem representar ndo apenas eventos
esporadicos, mas sinais iniciais de uma expansao geografica do ciclo silvestre de
Leishmania spp. no sul do estado, demandando vigilancia ativa e estudos

entomologicos complementares.
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5.1.1 Co-infecgoes na fauna silvestre

A ocorréncia de coinfeccbes em fauna silvestre é um indicativo preocupante
de que os animais estdo submetidos a uma intensa pressao de exposicdo a
multiplos agentes patogénicos, o que pode agravar os impactos tanto na saude dos
hospedeiros quanto na dinamica dos ecossistemas. Em ambientes onde ha
sobreposi¢ao de habitats, especialmente em areas de interface entre ecossistemas
naturais e zonas de influéncia antropogénica, a convergéncia de diferentes fontes de
patégenos aumenta a probabilidade de infecgbes multiplas. Evidenciou-se que, em
cenarios de alta densidade e diversidade de agentes infecciosos, os animais
frequentemente s&o expostos a um espectro de patdégenos que podem coexistir e
potencializar a viruléncia (co-infec¢gdes), complicando o diagnédstico, controle e
manejo das doengas (JORGE et al., 2010). Foram identificados dois casos de
co-infecgdo entre Giardia lamblia e Cystoisospora spp. em um tatu-galinha e um
zorrilho, e trés casos envolvendo Leishmania spp. € T. cruzi em uma capivara, um
graxaim-do-mato e um quati. Essas associagbes indicam ndo apenas a
sobreposicdao de ciclos epidemiolégicos, mas também possiveis interacdes
imunoldgicas e ecoldgicas que podem modular a suscetibilidade dos hospedeiros
(PARODI et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

5.2 Patégenos em aguas brutas

O monitoramento da contaminacéo fecal foi realizado por meio da contagem
de colbnias de bactérias apds a semeadura, sendo que a detecgédo de pelo menos
uma colbénia em 100 yL da amostra ja indica uma concentragédo que atinge ou
excede o limite de 1.000 org/100 mL, conforme preconizado na Portaria MS n°
2.914/2011 (BRASIL, 2020). Este procedimento justifica o rigor do monitoramento
exigido pela norma, sendo o bioindicador padrao para a pesquisa de enteroparasitos
em aguas para consumo humano e uso recreativo.

A Escherichia coli € comumente utilizada para evidenciar a poluicao fecal e
sua presencga, com énfase nos canais e arroios, demonstrou variagcdes temporais e
espaciais na contaminagao (BRASIL, 2021). Observou-se a presencga da bactéria em
varios pontos durante as campanhas iniciais, seguida por uma posterior redugéao em
locais como o Canal Santa Barbara e o Canal Sdo Gongalo na quarta coleta. Essa
variagédo sugere a influéncia de fatores como a diluigdo por fatores hidrodinamicos, a

remocgao de material particulado contaminado, ou mudancas sazonais que afetam a
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descarga de escoamento. Tais resultados ressaltam a necessidade de um
monitoramento continuo e sistematico para identificar com precisdo as tendéncias e
as possiveis fontes pontuais ou difusas de poluigdo (CONROY et al., 2011).

A deteccao de protozoarios como Giardia lamblia e Cystoisospora spp. em
diversos pontos das campanhas evidencia que estes organismos podem persistir
nos corpos d’agua mesmo quando, em alguns momentos, E. coli nao foi detectada.
No caso especifico de Giardia lamblia, a sua presenga continua em pontos onde
nao houve detecgdo de E. coli sugere que o protocolo metodoldgico adotado pela
FUNASA (BRASIL, 2020) pode carecer de sensibilidade ou de abrangéncia no que
diz respeito a identificacdo deste patdgeno. Este fato € especialmente preocupante,
visto que Giardia lamblia € um agente patogénico de alta relevancia epidemiologica,
0 que pode comprometer as estratégias de controle da qualidade da agua e a saude
publica (BESEMER et al., 2018). A similaridade na distribuicdo de Cystoisospora
spp., detectada em um numero semelhante de pontos nas primeiras coletas e em
menor quantidade na quarta, contribui para o entendimento do comportamento
desses protozoarios sob diferentes condi¢des ambientais e refor¢ca a importancia de
se revisar e aperfeicoar os métodos de detecgéo.

A auséncia sistematica de deteccao de Cryptosporidium spp. nas amostras,
incluindo a fauna silvestre, deve ser interpretada com cautela. Embora o patégeno
possa estar em concentragdes abaixo do limite de detecgdo dos métodos, sua
resisténcia estrutural € um fator critico. Conforme refor¢ca Sekikawa (2016), o oocisto
robusto representa um grande obstaculo para a extracdo eficiente do DNA. Devido
as caracteristicas estruturais complexas do protozoario, existe a possibilidade de
que os métodos empregados para a lise do oocisto, incluindo os reagentes de
extragdo, tenham sido insuficientes, limitando a deteccdo e |justificando a
necessidade de investigagdes metodolégicas adicionais para aprimorar a
sensibilidade.

A divergéncia na deteccao de fatores de contaminagdo entre diferentes
campanhas e pontos amostrais ressalta a necessidade de metodologias robustas e
padronizadas para a avaliagdo da qualidade das aguas superficiais. A discrepancia
entre a deteccdo de Giardia lamblia e a auséncia de E. coli em determinadas
situagcbes serve como um alerta para possiveis lacunas nos atuais protocolos
adotados. Assim, ha fundamento para a recomendagao de uma revisao dos métodos

e a implementacdo de técnicas complementares, como analises moleculares ou
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imunocromatograficas, que podem oferecer maior sensibilidade e precisdo na
detecgao dos protozoarios de interesse sanitario.

Do exposto, este estudo oferece evidéncias de que a qualidade das aguas na
microrregidao de Pelotas é comprometida por contaminagdo fecal, com uma
distribuicdo espacial e temporal variavel dos bioindicadores e protozoarios. A
presenca persistente de Giardia lamblia mesmo em amostras negativas para E. coli
evidencia possiveis limitagcbes dos métodos atuais e destaca a importancia de se
aprimorar os protocolos de vigilancia da qualidade da agua. A auséncia de
patdgenos na Praia do Laranjal, por sua vez, ressalta a complexidade dos processos
hidrodindmicos e a heterogeneidade ambiental, sugerindo a necessidade de
abordagens localizadas para a gestdo dos recursos hidricos. Esses achados tém
implicagdes significativas para futuras pesquisas e para a formulacdo de politicas
publicas que visem a mitigagdo dos riscos a saude publica decorrentes do uso de

recursos hidricos contaminados.

Tabela 3: Ocorréncia e Distribuicdo Espaco-Temporal de Patédgenos em Aguas Brutas. O quadro
resume a detecgdo dos protozoarios zoondticos e E. coli por ponto de coleta, apresentando os

resultados das coletas de monitoramento realizadas no periodo de margo a agosto de 2025.

Patégenos Primeira Coleta Segunda Coleta Terceira Coleta  Quarta Coleta
Estudados 25/03/2025 05//05/2025 19/06/2025 05/08/2025
Arroio Moreira, Arroio Moreira, . .
. . Arroio Moreira,
Arroio Pelotas, Arroio Pelotas, .
Arroio Pelotas,
Barragem Santa Barragem Santa
Barragem Santa
Barbara, Canal do Barbara, Canal Canal Santa
. X . Barbara, Canal
E. coli Pepino, Canal do Pepino, Canal Santa Barbara Barbara, Canal
Santa Barbara, Santa Barbara, ’ Sao Gongalo

Canal Sédo

Giardia lamblia

Cystoisospora spp.

Cryptosporidium spp.

Canal Sao Canal Sao .
. . Francisco, Canal
Francisco, Canal Francisco, Canal -
~ ~ Sao Gongalo
Sao Gongalo Sao Gongalo

Arroio Pelotas,
Canal Santa
Barbara, Canal
Sao Francisco,
Canal do Pepino

Arroio Pelotas,
Canal do Pepino,
Canal Santa
Barbara, Canal
Sao Francisco

N/A

Arroio Pelotas,
Canal Santa
Barbara, Canal
Sao Francisco,
Canal do Pepino

Arroio Pelotas,
Canal do Pepino,
Canal Santa
Barbara, Canal
Sao Francisco

N/A

Arroio Pelotas,
Canal Santa
Barbara, Canal
Sao Francisco,
Canal do Pepino

Arroio Pelotas,
Canal Santa

Barbara, Canal
Sao Francisco

N/A

Arroio Pelotas,
Canal Santa

Barbara, Canal
Sao Francisco

N/A

N/A
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5.2.1 Influéncia de eventos pluviométricos

A variagdo temporal na deteccdo dos patodgenos, principalmente Giardia
lamblia e Cystoisospora spp., parece ter sido diretamente influenciada pelos eventos
de precipitagdo concentrada. O volume de chuva, conforme pode-se averiguar na
Figura 4, aumentou drasticamente entre as coletas (passando de 1,4 mm para mais
de 147 mm e 180,4 mm nas campanhas subsequentes), com picos de precipitacéo
que podem ter causado tanto o arraste de protozoarios para os corpos hidricos
quanto um efeito de diluicdo (BARTA et al., 2021; CORDEIRO, 2016).

Notavelmente, buscou-se avaliar a influéncia da temperatura da agua na
deteccdo dos patdgenos, porém, alteragdes significativas foram observadas apenas
na ultima coleta. A reducéo acentuada de detecgdes nessa quarta campanha sugere
que as precipitacbes volumosas imediatamente prévias a amostragem podem ter
agido por forga mecanica, dispersando ou varrendo 0s microrganismos e,

consequentemente, alterando a concentragao detectavel.

Precipitagdo Acumulada e Média Histérica Variagdo de Temperatura da Agua e do Ambiente

@ Ambiente @ Aguas

Primeiro Intervalo 24,0

22,0
Segundo Intervalo
(mm) 20,0

Terceiro Intervado 18,0
(mm)
16,0
Total Acumulado
(mm) 14,0

Média Historica 12,0

10,0
Primeira Coleta Segunda Coleta Terceira Coleta Quarta Coleta

Figura 4: Caracterizacgéo fisico-quimica dos pontos de coleta matutinas de agua bruta em diferentes pontos

da cidade de Pelotas-RS e em diferentes momentos do estudo, realizado entre Margo e Agosto de 2025.

A redugdo acentuada na detecgdo de Escherichia coli e Cystoisospora spp. na
ultima coleta pode ser explicada, em parte, pelas condigbes térmicas adversas, uma vez
que a agua registrava 13,5 °C, conforme dados apresentados na Figura 4, valor
consideravelmente baixo se comparado a condigdes mais amenas. Em regimes aquaticos,
a temperatura exerce papel crucial na modulagdo das reacgdes bioquimicas e dos
processos metabdlicos dos microrganismos, influenciando tanto sua taxa de multiplicagao
quanto sua viabilidade Fantin-Cruz et al. (2011). Em temperaturas mais baixas, € comum

observar uma diminuicdo na proliferacdo de bactérias como E. coli, devido a redugao das
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atividades metabdlicas e enzimaticas que sustentam seu crescimento, e essa condigao
pode levar a uma menor carga bacteriana detectavel na coluna d’agua.

Ademais, o efeito mecanico das precipitagbes intensas, que ocorreram
imediatamente antes da coleta, pode ter contribuido para a dispersao ou até mesmo o
arraste desses microrganismos. Tais eventos podem causar ndo apenas um efeito de
diluicdo, mas também favorecer a sedimentagéo dos protozodarios, como as estruturas (por
exemplo, oocistos) de Cystoisospora spp., dificultando sua detec¢do pelos métodos
empregados. A combinacdo de fatores como a reducdo das taxas metabdlicas em
ambientes com temperatura de 13,5°C e os eventos de precipitagdo volumosa, pode
resultar em concentragdes de patdogenos abaixo dos limites de deteccdo metodoldgica,
justificando a observada redugao nas detecgdes nesta ultima campanha (CARVALHO et
al., 2021).

5.3 Integragao dos achados e implicagdes para a Saude Unica

Os resultados obtidos revelam uma rede epidemiolégica complexa que
conecta a fauna silvestre e os recursos hidricos ao longo de um amplo territério —
desde as rotas que ligam Pelotas-RS a Estagdao Ecolégica Taim e as cidades de
Santa Vitoria do Palmar, Cangugu, Jaguardo e Bagé. Essa conexao geografica e
ecoldgica sustenta a circulagado de multiplos protozoarios zoonaéticos e indica o papel
central do ambiente como interface de transmissao, evidenciando a importancia da
abordagem de Saude Unica.

A elevada prevaléncia de Trypanosoma cruzi (80% dos animais analisados)
aponta para a existéncia de um ciclo enzoético robusto, sustentado por uma ampla
gama de hospedeiros, incluindo mamiferos de diferentes habitos e nichos
ecoldgicos, aves residentes e até um predador de topo como o falcao-peregrino.
Esse perfil reforga a resiliéncia e a adaptabilidade do parasito, bem como a
existéncia de multiplos pontos potenciais de contato com animais domésticos e
humanos, especialmente em areas rurais e periurbanas (PARODI et al., 2016).

A deteccdo de Leishmania spp. em quatro individuos — uma capivara na
Estacdo Ecoléogica Taim e um graxaim-do-mato, um quati e um
gamba-de-orelha-branca em Piratini — € particularmente relevante devido a baixa
prevaléncia histérica da doenca nessas localidades. No Taim, a ocorréncia em
capivara levanta hipoteses sobre o papel de espécies de grande porte e habitos

semi-aquaticos como potenciais reservatérios silvestres. Ja em Piratini, regido com
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clima subtropical, invernos rigorosos e fragmentagdo de habitats, o registro em trés
espécies de habitos distintos (carnivoro, onivoro e marsupial) sugere que alteragdes
climaticas recentes, associadas a mudangas no uso do solo, podem estar
expandindo as areas de ocorréncia de vetores flebotomineos (SOARES et al., 2017;
SOUZA et al.,2018). Esses achados funcionam como sinal de alerta precoce para
possivel avango geografico do ciclo silvestre da leishmaniose no extremo sul do
Brasil.

A presenca de protozoarios de transmissado fecal-oral (Giardia lamblia em
24% e Cystoisospora spp. em 20% dos animais) e sua detecgdo concomitante em
multiplos pontos de aguas brutas reforcam a hipotese de que os corpos hidricos
atuam como corredores epidemiolégicos, interligando areas naturais, rurais e
urbanas. A sobreposi¢cao espacial de deteccbes em fauna e em pontos como o
Arroio Pelotas, Canal Santa Barbara e Canal Sdo Francisco fortalece essa
interpretacdo. A auséncia de Cryptosporidium spp., tanto em fauna quanto na agua,
contrasta com analises prévias e sugere diferengas locais no perfil epidemiolégico
ou nas fontes predominantes de contaminagao (COELHO et al., 2016).

As co-infecgdes registradas — especialmente a associagao Leishmania spp.
+ T. cruzi em capivara, graxaim-do-mato e quati — revelam a simultaneidade de
exposicdes e a complexidade das interagcdes parasitarias na fauna silvestre
(PARODI et al., 2016). Essa multiplicidade de agentes circulando nos mesmos
hospedeiros aumenta o risco de amplificacdo epidemiolégica e pode impactar
negativamente a saude dos animais, alterando padrdes de comportamento e
ecologia de transmissao. Nos recursos hidricos, a detec¢do generalizada de E. coli
nas primeiras campanhas e a persisténcia de Giardia lamblia e Cystoisospora spp.
ao longo das coletas indicam contaminagao fecal difusa, possivelmente de origem
mista (silvestre, doméstica e humana). As variagdes de detecgéo ao longo do tempo
se correlacionam com eventos pluviométricos, incluindo a influéncia de um ciclone
extratropical, sugerindo que a precipitagdo exerce duplo papel: promover o arraste
de patdgenos para os mananciais e, em eventos extremos, diluir ou dispersar esses
microrganismos, reduzindo momentaneamente sua detecgdo (BARTA et al., 2021).

O conjunto dos achados demonstra que as fronteiras entre saude humana,
animal e ambiental sdo permeaveis e dinamicas. A circulagdo simultanea de
protozoarios vetoriais (T. cruzi, Leishmania spp.) e de transmissao hidrica (Giardia

lamblia, Cystoisospora spp.) em uma rede ecoldgica interligada, modulada por
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fatores climaticos e hidrologicos, demanda estratégias de vigilancia integradas. A
implementagdo de monitoramento continuo, associado a analises entomoldgicas,
avaliacao de fluxos hidroldgicos e estudos de movimentagao da fauna, é essencial
para antecipar surtos, mitigar riscos e apoiar politicas publicas alinhadas aos
principios da Saude Unica.

A investigacao integrada na ecologia de doengas zoondticas no Sul do Rio
Grande do Sul revela um panorama de multiplos riscos sobrepostos que contribuem
para a compreensao da situacao sanitaria e epidemioldgica regional. O risco hidrico
esta representado pela potencial contaminagdo de mananciais por enteroparasitos
patdégenos cuja morbidade esta associada a qualidade do saneamento e ao
tratamento da agua. Estudos indicam que praticas inadequadas de manejo de
esgoto e o impacto do escoamento agricola e urbano promovem a dispersao de
patdbgenos nas aguas superficiais, aumentando a carga microbiana e os riscos a
saude (Aleruchi, 2025; Cesa et al., 2015). Aleruchi et al. (2025) destacam que a
influéncia do escoamento resultante de atividades urbanas e agricolas pode elevar a
contaminacdao de fontes hidricas, enquanto Cesa et al.(2015) correlacionam a
incidéncia de doengas hidricas a deficiéncia na infraestrutura de saneamento,
especialmente em contextos de vulnerabilidade socioambiental observados em
regides do Sul do Brasil.

Por outro lado, a presenca de Trypanosoma cruzi em fauna silvestre indica
um risco enzoatico significativo. Essa circulagdo, associada a utilizagao das rodovias
como corredores de disperséo, aproxima o ciclo silvestre da Doenca de Chagas das
populagdes humanas, especialmente em areas rurais, aumentando o risco de
transmissao Tiwari et al. (2024). A mobilidade dos hospedeiros silvestres e sua
capacidade de percorrer grandes distancias criam um cenario em que a transmissao
zoonotica pode ocorrer de maneira mais dinamica, exigindo a consideragdo de
fatores ambientais e epidemioldgicos integrados.

Nesse contexto, a abordagem de Salude Unica torna-se essencial, pois
permite a integracdo dos dados referentes a qualidade da agua consumida e a
presenga de patdogenos na fauna que compartilha o territério. Tiwari et al. (2024)
ressaltam a importancia da vigilancia ambiental integrada como parte de uma
estratégia One Health, fundamental para aprimorar o monitoramento e a resposta
rapida a surtos de doengas. Além disso, Mello et al. (2025) demonstram a

importancia de um abastecimento de agua tratada para a promocédo da saude
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publica, reforcando a necessidade de politicas publicas intersetoriais que conciliem
saneamento, vigilancia epidemiologica e manejo ambiental.

Dessa forma, a integracdo dos dados provenientes da analise de mananciais
e da circulacdo de patdogenos em fauna silvestre fornece um mapa de risco mais
completo e acurado, permitindo a formulacédo de estratégias que mitiguem, de forma
integrada, os multiplos riscos zoonéticos presentes na regido. Essa perspectiva
multifacetada é imprescindivel para subsidiar a implementagéo de politicas publicas
eficazes, que promovam a melhoria dos sistemas de saneamento, fortalegcam as
acdes de vigilancia e ampliem o manejo ambiental, contribuindo para a protecédo da

salde humana e animal.
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Abstract:

Opportunistic infections caused by the protozoa Cryptosporidium spp. and
Cystoisospora belli represent a challenge for public health, particularly in
immunocompromised patients. In Brazil, a country with continental dimensions and
socioeconomic diversity, the epidemiology of these intestinal coccidioses is complex
and often underestimated. This review article aims to consolidate current knowledge
on Cryptosporidium and Cystoisospora infections in immunocompromised individuals
within the Brazilian context, addressing clinical manifestations, epidemiology, risk
factors, diagnostic methods, treatment options, prevention and control strategies, and
challenges related to underreporting. A thorough understanding of these aspects is
crucial for improving health policies, optimizing clinical management, and reducing

the morbidity and mortality associated with these parasitic diseases.

Keywords: Cryptosporidium, Immunosuppression, Underreporting, Public Health

Surveillance.
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Introduction

Intestinal coccidioses, caused by protozoa of the phylum Apicomplexa, such as
Cryptosporidium spp. and Cystoisospora belli (formerly known as Isospora belli), are
globally recognized as significant agents of diarrhea, especially in vulnerable
populations?. In immunocompetent individuals, these infections typically present as
acute, self-limiting diarrheal episodes. However, in patients with compromised
immune systems—such as those living with HIV/AIDS, organ transplant recipients, or
individuals undergoing immunosuppressive therapy or chemotherapy—these
parasitic infections can lead to severe, chronic, and potentially fatal conditions,
characterized by severe dehydration, intestinal malabsorption, and progressive
malnutrition(: 193,

In Brazil, the occurrence of these infections is influenced by a complex interplay of
socioeconomic, environmental, and healthcare-related factors. Poor sanitation
infrastructure in many regions, contamination of water and food, and proximity to
animal reservoirs contribute to the spread of infectious oocysts®. Despite their
clinical relevance, the true burden of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in
immunosuppressed patients in Brazil remains poorly understood, partly due to
diagnostic gaps that lead to underreporting.

This article reviews the scientific literature on Cryptosporidium spp. and
Cystoisospora belli infections in immunosuppressed patients in Brazil, focusing on
clinical presentation, epidemiology, risk factors, and challenges in underreporting,

aiming to provide an updated epidemiological overview for public health.

Etiological Agents and Biological Cycle

The genus Cryptosporidium comprises several species, with C. hominis and C.
parvum being the most frequently associated with human infections. Transmission
occurs through ingestion of sporulated oocysts excreted in the feces of infected
hosts, contaminating water, food, or via direct person-to-person or animal-to-person
contact™ 9. The oocysts are highly resistant to environmental conditions and
common disinfectants, such as chlorine.

Cystoisospora belli is a monoxenous protozoan, with humans as its only known host.
Infection occurs through ingestion of mature oocysts present in water or food
contaminated with human feces. The oocysts are excreted immature and require

time in the environment to sporulate and become infectious®.
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In both cases, after ingestion, sporozoites are released in the small intestine, invade
enterocytes, and initiate cycles of asexual and sexual reproduction, culminating in the
formation of new oocysts that are excreted in feces, perpetuating the cycle. In
immunosuppressed individuals, replication can be continuous and intense, leading to

chronic infection.

Epidemiology in Brazil Among Immunosuppressed Patients

The epidemiology of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in immunosuppressed
patients in Brazil is heterogeneous, underestimated, and lacks comprehensive
research. Most available studies focus on patients living with HIV/AIDS, who

constitute the highest-risk group.

Prevalence and Geographic Distribution

Studies conducted in different regions of Brazil show significant variations in the
prevalence of these infections. In HIV/AIDS patients, the prevalence of
Cryptosporidium spp. can vary considerably. A study in Ribeirdo Preto (SP) found a
frequency of 6.4% for Cryptosporidium sp. and 4.4% for C. belli in HIV-positive
patients (5). Another study in Rio Grande do Norte, involving hospitalized HIV/AIDS
patients, also investigated the frequency of these coccidia, highlighting the lack of
data, particularly in the Northeast region (4). A more recent study on the prevalence
and genetic characterization of Cryptosporidium spp. and Cystoisospora belli in
HIV-infected patients in Brazil observed a significant association between
non-adherence to antiretroviral therapy and the presence of these parasites (12).

The prevalence of Cystoisospora belli in HIV-positive patients in Brazil also varies,
with reported rates ranging from 4.4% to 18% in different studies (6). Seasonality
also appears to influence occurrence, with some studies suggesting higher
frequencies of Cryptosporidium spp. during rainy months and C. belli during warm
and humid months, although both microorganisms can remain viable in the
environment for months due to their resistance to environmental conditions (5, 12).
Beyond HIV/AIDS patients, other immunosuppressed groups, such as organ
transplant recipients and chemotherapy patients, are also at risk, though
epidemiological data specific to these groups in Brazil are scarcer. Case reports,
such as disseminated cryptosporidiosis in a child undergoing bone marrow

transplantation, underscore the importance of these infections in such patients.
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Risk Factors

The primary risk factor for severe and chronic forms of cryptosporidiosis and
cystoisosporiasis is immunosuppression, particularly cellular immune deficiency. In
HIV/AIDS patients, CD4+ T-cell counts below 200 cells/mm?3, and especially under
50—-100 cells/mm?, are strongly associated with increased risk of infection and severe
disease™* 9. Non-adherence or failure of antiretroviral therapy (ART) is another
critical factor('2.

Other risk factors include poor socioeconomic and sanitary conditions, as lack of
access to basic infrastructure, such as clean water and sanitation, increases
exposure to oocysts. Additionally, contact with animals represents an important
zoonotic transmission route for Cryptosporidium spp., especially in rural areas or for
individuals in close contact with infected livestock or pets. Consumption of
contaminated water and food is also relevant, with outbreaks of cryptosporidiosis
linked to contaminated public or recreational water supplies documented in other
countries—a risk in Brazil due to the oocysts' resistance to conventional water
treatment™. Finally, risky sexual practices, such as oral-anal transmission, may

occur, particularly for Cryptosporidium spp.®.

Clinical Presentation in Inmunosuppressed Patients
In immunosuppressed patients, the clinical presentation of cryptosporidiosis and
cystoisosporiasis is typically more severe and prolonged than in immunocompetent

individuals.

Cryptosporidiosis

The predominant manifestation is profuse, watery secretory diarrhea, which may
persist for weeks, months, or even years if immunity is not restored. The diarrhea can
lead to severe dehydration and electrolyte imbalances; intestinal malabsorption,
resulting in significant weight loss and malnutrition; cramping abdominal pain,
nausea, vomiting, and low-grade fever!": 9,

In cases of severe immunosuppression, cryptosporidiosis may disseminate to
extraintestinal sites, such as the biliary tract (causing sclerosing cholangitis,

acalculous cholecystitis), pancreas (pancreatitis), and respiratory tract (cough,
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dyspnea)!" 9. Cryptosporidium-associated cholangiopathy is a severe complication

with a guarded prognosis.

Cystoisosporiasis

Cystoisosporiasis in immunosuppressed individuals is also characterized by watery
diarrhea, intermittent or continuous, often accompanied by abdominal pain, nausea,
vomiting, anorexia, fever, and significant weight loss. Malabsorption and steatorrhea
are common®. Unlike cryptosporidiosis, peripheral eosinophilia may be present in
some patients with cystoisosporiasis®. Although rare, extraintestinal dissemination of
Cystoisospora belli to lymph nodes, liver, and spleen has been described in AIDS
patients.

The chronicity and severity of symptoms in both infections profoundly impact
patients’ quality of life, often necessitating hospitalization and intensive nutritional
support.

Diagnosis

The diagnosis of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis is not frequent due to high
underreporting rates, gaps in patient screening and follow-up, and frequent
misclassification as viral gastroenteritis. However, when properly performed, it relies
on the detection of oocysts in stool or, in cases of extraintestinal involvement, in

biopsy samples or other biological fluids.

Traditional Parasitological Methods

Light microscopy after specific staining techniques is the most commonly used
diagnostic method in routine laboratory practice in Brazil. Modified acid-fast staining
techniques, such as the Ziehl-Neelsen (Kinyoun) method, are the most common for
visualizing Cryptosporidium spp. oocysts (which stain red/pink) and Cystoisospora
belli oocysts (which also stain red/pink but are larger and more oval than
Cryptosporidium, measuring 20-33 pm in length and 10-19 um in width)"?.
Safranin-methylene blue is another staining option.

Cystoisospora belli oocysts can also be visualized in fresh or Lugol's iodine
preparations but are better identified with permanent stains and exhibit

autofluorescence under ultraviolet fluorescence microscopy®@.
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The sensitivity of stool parasitological exams can be increased with concentration
methods, such as the Ritchie (formalin-ether) or Sheather (sugar flotation)
techniques™®. However, intermittent oocyst shedding, especially in cystoisosporiasis,

may require the collection of multiple stool samples.

Immunological and Molecular Methods

Immunological tests, such as enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) and
direct immunofluorescence assays (DFA) for detecting Cryptosporidium spp. antigens
in stool, offer higher sensitivity and specificity than traditional microscopy and are
faster. However, their availability in Brazil's public health system is limited and rarely
utilized.

Molecular techniques, such as polymerase chain reaction (PCR), are highly sensitive
and specific, allowing not only parasite detection but also species and genotype
identification of Cryptosporidium, which is important for epidemiological studies and
understanding transmission routes (zoonotic vs. anthroponotic)®. Despite their utility,
molecular methods are more expensive and complex, typically restricted to research

centers and reference laboratories.

Diagnostic Challenges in Brazil

In Brazil, the diagnosis of coccidioses faces several challenges that significantly
contribute to underreporting. Among these obstacles are low clinical suspicion,
leading many physicians to not specifically request testing for these parasites.
Additionally, there is a lack of standardization and quality control in microscopic
exams, resulting in variability in diagnostic quality across laboratories. Limited access
to more sensitive tests, such as immunological and molecular methods, particularly in
the public healthcare system, further hampers accurate detection. Finally, the need
for trained professionals is critical, as correct oocyst identification under microscopy

requires considerable expertise.

Treatment
The management of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in immunosuppressed
patients involves supportive measures, specific antimicrobial therapy, and,

fundamentally, immune restoration.
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Cryptosporidiosis
Currently, nitazoxanide is the only FDA-approved drug for treating
Cryptosporidium-induced diarrhea in immunocompetent individuals and has been
used in immunosuppressed patients. In HIV/AIDS patients, nitazoxanide's efficacy is
higher in those with higher CD4+ counts and may help reduce parasite load and
symptoms. However, in patients with severe immunosuppression (CD4+ < 50
cellss/mm?), parasite eradication becomes difficult without immune recovery™.
Paromomycin has been used as an alternative but with limited efficacy.
Optimization of antiretroviral therapy (ART) is essential in treating cryptosporidiosis in

HIV/AIDS patients, as immune recovery typically leads to infection resolution.

Cystoisosporiasis

The treatment of choice for cystoisosporiasis is sulfamethoxazole-trimethoprim
(SMX-TMP)®@ 3. The response is usually effective, with symptom improvement within
days. In HIV/AIDS patients, after acute-phase treatment, secondary prophylaxis
(maintenance therapy) with lower SMX-TMP doses is often necessary to prevent
relapse, particularly if immunosuppression persists.

For patients allergic or intolerant to sulfonamides, alternatives such as
pyrimethamine combined with folinic acid or ciprofloxacin may be considered, though

ciprofloxacin is generally less effective than SMX-TMP®).

Supportive Measures

In both cases, supportive measures are essential and include oral or intravenous
rehydration to correct dehydration and electrolyte imbalances. Adequate nutritional
support is also crucial, potentially involving enteral or parenteral nutrition therapy to
combat malabsorption and malnutrition. Additionally, antidiarrheal agents, such as
loperamide, may be used for symptomatic control, though their use requires caution

and medical supervision®.

Underreporting
Underreporting of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in Brazil is a multifactorial
problem of great relevance, compromising accurate estimates of disease incidence

and, consequently, the planning and implementation of effective control measures”.
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First, the insidious nature of these diseases poses a challenge, as diarrheal episodes
are often misattributed to more prevalent or known causes, leading to missed
requests for coproparasitological or other diagnostic tests for intestinal coccidia®.
Another key factor lies in diagnostic limitations. As previously discussed, the heavy
reliance on traditional microscopic methods—which require not only adequate
equipment but also high expertise—combined with limited availability and access to
more sensitive and specific diagnostic tests, such as molecular assays, in many
regions of the country, significantly contributes to underdiagnosis and, consequently,
underreporting®.
Moreover, the lack of awareness and low clinical suspicion among healthcare
professionals regarding the importance of actively investigating these infections,
especially in at-risk groups beyond those with advanced HIV/AIDS—such as
transplant recipients, oncology patients, or those on other immunosuppressive
therapies—constitutes a significant barrier". Additionally, the fragility of the
epidemiological surveillance system for these specific parasitic diseases is a
concern. Although AIDS is a notifiable condition, associated opportunistic infections,
including cryptosporidiosis and cystoisosporiasis, are not always reported
systematically, uniformly, or in detail. Notably, there is no specific, nationally unified
epidemiological surveillance system for these coccidiosis that comprehensively
covers all immunosuppressed patient profiles'.
Finally, the scarcity of robust prevalence studies with national or even regional
coverage hinders the construction of a reliable epidemiological overview. Many
available surveys are geographically localized or focus on very specific populations,
as demonstrated by Moura® and other isolated studies like Ferreira & Almeida®?,
preventing generalization of data to the rest of the country.
In this context, overcoming underreporting of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis
in Brazil requires a multifaceted and coordinated approach. Such an approach must
include strengthening epidemiological surveillance systems, improving reporting
workflows; enhancing laboratory capacity and quality, including expanded access to
more accurate diagnostic methods; continuous training and awareness-raising for
healthcare professionals to improve suspicion and investigation; and the effective
routine inclusion of these parasites in the diagnostic workup for chronic or persistent

diarrhea, particularly in all immunosuppressed patient groups!2.



55

Prevention and Control

Prevention and control of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in
immunosuppressed patients require an integrated approach, with a primary focus on
optimizing host immunity, especially in HIV/AIDS patients through effective
antiretroviral therapy (ART). Chemoprophylaxis with sulfamethoxazole-trimethoprim
(SMX-TMP), indicated for other conditions, may offer additional protection against
cystoisosporiasis in severely immunosuppressed individuals.

Concurrently, rigorous personal and food hygiene measures are essential, including
frequent handwashing, consumption of treated water—noting Cryptosporidium’s
resistance to routine chlorination—and properly cleaned and cooked foods, as well
as careful handling of animals to mitigate zoonotic transmission. At the community
level, investment in basic sanitation and sewage treatment is critical to reduce
environmental contamination by oocysts. Health education, targeting
immunosuppressed patients and their caregivers on risks and preventive practices,
complements these strategies.

In Brazil, although ministerial guidelines exist for managing opportunistic infections in
HIV/AIDS patients, the effective implementation of environmental control measures

and universal access to accurate diagnostics remain significant challenges.

Socioeconomic Impact

The socioeconomic impact of cryptosporidiosis and cystoisosporiasis in
immunosuppressed patients in Brazil is considerable, though often underestimated
due to underreporting. This impact manifests through high direct costs to the
healthcare system, including expenses related to consultations, tests, medications,
and prolonged hospitalizations, as well as significant indirect costs from lost
productivity and premature mortality. Additionally, chronic diarrhea and associated
symptoms severely compromise patients' and their families' quality of life. Outbreaks,
particularly waterborne cryptosporidiosis, can also incur high costs for
epidemiological investigations and emergency control measures. Thus, reducing the
burden of these diseases through effective prevention and control strategies
represents substantial potential savings for Brazil's healthcare system and society at

large.
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Current Challenges and Strategic Actions for the Future

Infections caused by Cryptosporidium spp. and Cystoisospora belli remain a
significant challenge for the health of immunosuppressed patients in Brazil, often
resulting in severe and debilitating clinical presentations. The true epidemiological
scale of these parasitic diseases remains partially understood, a direct reflection of
underreporting and the heterogeneity of available studies”.

To advance the fight against these parasitoses in the Brazilian context, the
implementation of coordinated and strategic actions is imperative. This includes,
fundamentally, strengthening epidemiological surveillance by establishing more
efficient and comprehensive reporting systems and substantially improving national
diagnostic capacity. Such improvement involves not only expanding access to more
sensitive and specific methods in the public healthcare network but also ensuring
continuous training for laboratory professionals, as advocated by health guidelines®.
Parallelly, fostering research is crucial, encouraging multicenter epidemiological
studies with standardized methodologies to more accurately characterize the
prevalence, distribution, and risk factors associated with these infections across
diverse immunosuppressed groups and regions of the country, including
investigations into the genetic diversity of circulating Cryptosporidium species, as
highlighted in regional studies!"®. Continuous health education, aimed at both training
professionals for improved clinical suspicion and management'® and guiding
patients on preventive measures, is another essential pillar.

Additionally, effective public policies promoting consistent investments in basic
sanitation and ensuring water supply quality are indispensable. Finally, while immune
restoration is a key component of treatment, the search for more effective and safer
antiparasitic agents for severely immunosuppressed patients must remain a priority in
clinical research.

An integrated and synergistic approach to these multiple fronts is essential to
effectively reduce the morbidity and mortality associated with cryptosporidiosis and
cystoisosporiasis in immunosuppressed patients in Brazil. Such efforts would not only
improve the quality of life for these individuals but also alleviate the considerable

burden these infections place on the healthcare system!.
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7 Consideragoes Finais

As analises conduzidas neste estudo confirmam a relevancia da abordagem
de Saude Unica para a vigilancia de patdgenos, alcancando o objetivo geral de
avaliar a ocorréncia de protozoarios zoonéticos em fauna silvestre e aguas brutas no
Sul do Rio Grande do Sul. Os resultados evidenciam um cenario de riscos
sobrepostos, reforcando a interdependéncia entre a saude animal, humana e
ambiental na regido (Tiwari et al., 2024).

No componente da fauna silvestre, a detecgdo molecular foi fundamental. A
alta prevaléncia de Trypanosoma cruzi (80% dos animais analisados) evidencia a
manutengdo de um ciclo enzodtico robusto e consolidado, abrangendo uma ampla
diversidade de hospedeiros e indicando um potencial risco de transbordamento
zoonotico para animais domésticos e humanos (Tiwari et al., 2024). De igual modo, a
deteccdo de Leishmania spp. em localidades tradicionalmente classificadas como de
baixa prevaléncia € um achado importante que sinaliza uma possivel expansao
geografica do ciclo silvestre no extremo sul do Brasil.

Quanto a matriz hidrica do estudo, a identificagdo continua de protozoarios de
veiculado por este meio, como Giardia lamblia, em multiplos pontos das aguas
brutas sublinha a urgéncia de integrar o controle de qualidade da agua e a
infraestrutura de saneamento as estratégias de prevencao de doengas (Cesa et al.,
2015). A nao detecgao sistematica de Cryptosporidium spp. serve como um dado
crucial para refinar as hipoteses sobre as fontes de contaminagdo ambiental e
direcionar o aprimoramento dos protocolos metodolégicos, dada a reconhecida
resisténcia estrutural desse oocisto (Moussa et al., 2023).

Em sintese, a investigacao simultdnea da fauna silvestre e dos recursos
hidricos permitiu gerar um mapa de risco muito mais completo e acurado, que
contempla tanto o risco enzodtico quanto o risco hidrico. Os dados aqui
apresentados oferecem subsidios cientificos concretos para a formulagdo de
politicas publicas e programas de vigilancia que integrem a interface
ambiente—animal-homem, direcionando ag¢des de saneamento, vigilancia
epidemiologica e manejo ambiental para a mitigagcéo integrada dos multiplos riscos

zoondticos presentes na regiéo.
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9 Materiais Suplementares

9.1 Plantel de animais silvestres coletados nas rodovias do Sul do Rio Grande

protozoarios detectados.

Animal Espécie
Gamba Didelphis
Orelha-Branca 1 albiventris
. . Falco
Falcédo Peregrino .
peregrinus
. Procyon
Mao Pelada 1 'y
cancrivorus
. Procyon
Mdo Pelada 2 .y
cancrivorus
. Das S
Tatu galinha 1 4 p ¢
novemcinctus
. Cerdocyon
Graxaim do Mato 4
thous

Cdgado Cinza Phrynops Hilarii

. Dasypus
Tatu galinha 2 Y p
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Saracura do Mato  Aramides
1 saracura
. Conepatus
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chinga
Saracura do Mato  Aramides
2 saracura

Localizagdo

-31,8678901S
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-32,6473396S
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-32,6978728S
-52,6196747W
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-52,7178821W
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52°31'57.0"W
31°42'08.2"S
52°24'45.9"W
31°46'27.2"S
52°21'38.0"W
31°40'25.8"S
52°27'23.4"W
31°47'49.6"S
52°29'22.0"W
31°51'42.8"S
52°36'03.1"W
31°46'36.6"S
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Leishmania spp.

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Trypanosoma @ Trypanosoma
cruzi spp.
Detectado Ndo Detectado

Detectado Ndo Detectado

Ndo Detectado Detectado
Ndo Detectado Ndo Detectado
Detectado Detectado
Detectado Detectado

Ndo Detectado Ndo Detectado

Detectado Detectado
Detectado Ndo Detectado
Detectado Detectado
Detectado Detectado
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do Sul, informando coordenadas e

Giardia lamblia

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado

Ndo Detectado
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Ndo Detectado

Detectado
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Ndo Detectado

Ndo Detectado
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Cryptosporidium Cystoisospora
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Ndo Detectado

Ndo Detectado
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