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Resumo:

Trypanosoma cruzi é um parasito que infecta uma diversidade de
hospedeiros formando um ciclo de transmissao enzodtico em ambientes
silvestres, podendo causar doenca em humanos e animais domesticos.
Mamiferos selvagens constituem reservatorios naturais desse parasito, 0
qual é transmitido por insetos hematéfagos da familia Reduviidae. Neste
estudo a ocorréncia natural de T. cruzi foi investigada em mamiferos
selvagens capturados em dois fragmentos urbanos de Mata Atlantica do
Municipio de Maringa, Parana, Sul do Brasil. Amostras de sangue de 12
Didelphis albiventris e 35 morcegos pertencentes a cinco espécies (Artibeus
lituratus, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus, Pygoderma bilabiatum e
Sturnira lilium) foram colhidas e analisadas pela PCR de sangue (KkDNA) e
hemocultura (NNN). Todas as amostras de D. albiventris foram positivas
pela PCR e uma pela hemocultura, obtendo-se um isolado do parasito. A.
lituratus foi o Unico quiroptero que apresentou PCR positiva para T. cruzi,
com 40% de positividade. As demais espécies de morcegos tiveram
resultado negativo para a PCR. Todas as hemoculturas referentes as
amostras obtidas de morcegos capturados foram negativas. Este é o
primeiro registro de A. lituratus naturalmente infectado por T. cruzi no Estado
do Parana em um fragmento florestal urbano.

Introducao

Estudos envolvendo doencgas parasitarias e seus agentes etioldgicos em
animais selvagens sao extremamente valiosos para a compreensao da
dindmica de infeccbes e endemias que podem afetar humanos e animais
domésticos. Neste contexto, o Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida), um
protozoario parasito multi-hospedeiro, é notavel por ser capaz de infectar
sete ordens de mamiferos, tendo como vetores insetos hematofagos da
familia Reduviidae (Jansen et al, 2015). T. cruzi € subdividido

geneticamente em seis Discrete Typing Units (DTU, Tcl-TcVl), e o
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conhecimento dos padrbes geograficos de distribuicdo dessas DTU no
ambiente selvagem ainda é insuficiente (Zingales et al., 2009; Jansen et al.,
2015). Tcl e Tcll sdo gendtipos antigos de T. cruzi, e essas DTU sao
amplamente dispersas nas areas de distribuicdo do parasito em todo o
territorio brasileiro, contudo, Tcll € menos frequentemente isolado do que Tcl
(Jansen et al., 2015). No entanto, no Estado do Parand, o gendtipo Tcll ja foi
encontrado infectando humanos e triatomineos, mas ndo em outros animais
mamiferos (Spitzner et al., 2007; Abolis et al., 2011). Neste contexto, é
importante a consideracao de estudos que avaliem a dinamica da infeccéo
de parasitos que circulam em animais selvagens, como o T. cruzi. Durante
este estudo, foi investigada a ocorréncia natural do T. cruzi em mamiferos
selvagens capturados em dois fragmentos florestais urbanos de Mata
Atlantica sob o dominio da Floresta Estacional Semidecidual no Municipio de
Maringa, Parana, com o objetivo de detectar e isolar o parasito.

Materiais e métodos

Aspectos éticos e area de estudo

Os procedimentos foram aprovados pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade — Ministério do Meio Ambiente, Brasil (n®
42881) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (n° 023/2014). O estudo de campo foi conduzido em
dois parques florestais da area urbana do Municipio de Maringa, Parana,
Brasil: Parque do Inga (PI, 51°55'W23°25'S) e o Parque Cinquentenario (PC,
51°56'W23°23'S).

Captura dos mamiferos e colheita de amostras de sangue

Trinta e cinco morcegos pertencentes a cinco espécies foram capturados
com redes de neblina. Para a captura de gambas foram utilizadas
armadilhas live trap do tipo Tomahawk. Gambas e morcegos foram
anestesiados, de maneira nao prejudicial, com 4,0 mg/Kg de xilazina
(Anasedan-CEVA) em associacdo com 20,0 mg/kg de ketamina (Ketamina-
FAGRA) para a colheita de sangue. O sangue obtido foi cultivado em meio
Novy, McNeal e Nicolle (NNN).

Aproximadamente 0,2 mL de sangue total obtido foi armazenado em
microtubos contendo 400 pL de solucdo de 0,2 M de EDTA e 6,0 M de
guanidina para extracdo e amplificacdo de DNA de sangue de acordo com
Gomes et al. (1998) modificado por Miyamoto et al. (2006).

Detecc¢éo do parasito no sangue

O DNA foi extraido por meio do método fenol/cloroféormio e precipitado com
adicdo de etanol e acetato de sodio. A amplificacdo por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) foi realizada de acordo com Gomes et al. (1998),
modificado por Miyamoto et al. (2006) usando os primers 121
(5'-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3") e 122
(5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3'). Os produtos da amplificagéo
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foram analisados em eletroforese de gel de poliacrilamida a 4,5%, seguido
de coloragédo com nitrato de prata.

Resultados e Discusséo

Dos 35 morcegos examinados, o fragmento do kDNA (~330 pb) de T. cruzi
foi detectado em dez individuos da espécie Artibeus lituratus (n=25)
perfazendo 40% de positividade para esta espécie. Para as outras espécies
de morcego capturadas (Carollia perspicillata [n=3], Platyrrhinus lineatus
[n=1], Pygoderma bilabiatum [n=2], e Sturnira lilium [n=4]), o fragmento
especifico de kDNA néo foi detectado (Tabela 1).

Morcegos A. lituratus, uma espécie de alta mobilidade, muito comum
em ambientes urbanizados, exibem grande area de forrageamento, o que
facilitaria a infeccdo por uma infinidade de agentes patogénicos (Nunes et
al., 2016). Por ser uma espécie sinantropica, A. lituratus pode atuar como
mantenedor e dispersor de parasitos em ambientes perturbados (Jansen et
al., 2015; Nunes et al., 2016). Neste estudo, hemoculturas foram negativas
para todos os morcegos. Jansen e colaboradores (2015) relatam que menos
de 40% dos animais examinados estdo infectados, com hemoculturas
positivas apenas em 10% dos espécimes examinados (alta parasitemia).

Todos os D. albiventris (n=12) amostrados foram positivos para PCR-
kDNA (100%), com uma hemocultura positiva para T. cruzi perfazendo um
isolado do parasito (Tabela 1). Uma infeccdo recente ou em parasitemias
transitdrias com picos que flutuam ao longo do tempo, ou infeccbes
concomitantes, podem influenciar o encontro de hemoculturas positivas em
hospedeiros silvestres (Jansen et al., 2015). Isso explica o fato de que as
amostras dos demais D. albiventris, embora com PCR positiva, foram
negativas na hemocultura (baixas parasitemias) (Tabela 1).

Tabela 1. Mamiferos capturados e examinados quanto a presenca de
infeccdo por Trypanosoma cruzi (deteccdo por PCR e hemocultura) em um
fragmento florestal urbano de Maringa, Parana, sul do Brasil.

Espécies Amostragem Prevaléncia (%)* Hemocultura (%
Didelphis albiventris 12 100.0 8.3
Artibeus lituratus 25 40.0 0.0
Carollia perspicillata 3 0.0 0.0
Platyrrhinus lineatus 1 0.0 0.0
Pygoderma bilabiatum 2 0.0 0.0
Surniralilium 4 0.0 0.0

TOTAL 47 46.8 21

* Referente a porcentagem de animais daquela espécie positivos para PCR.

Conclusbes

Demonstramos a presenca de T. cruzi nos dois grupos de mamiferos
estudados, com a obtencédo de um isolado do parasito. Além disso, a PCR
para deteccdo do KDNA de T. cruzi, revelou infeccdo pelo protozoario em
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morcegos da espécie A. lituratus, registro inédito no Estado do Parana.
Esses resultados corroboram a importancia de estudos que avaliam a
dindmica da infeccdo de patdégenos que circulam em animais selvagens,
como o ciclo enzodtico do T. cruzi em mamiferos selvagens e triatomineos.
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