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Resumo:

Estudos envolvendo doencas parasitarias e animais selvagens sé&o
extremamente valiosos para a compreensdo da dinamica de infeccbes e
endemias que podem afetar humanos e animais domésticos. Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida), um protozoéario parasito multi-hospedeiro faz parte
desse grupo, sendo capaz de infectar sete ordens de mamiferos, tendo
como vetores insetos hematofagos da familia Reduviidae. Subdividido
geneticamente em seis Discrete Typing Units (DTU, Tcl-TcVI). Tcl e Tcll séo
amplamente dispersos nas areas de distribuicdo do parasito em todo o
territorio brasileiro. Neste estudo, a ocorréncia natural do T. cruzi foi
investigada em mamiferos selvagens capturados em fragmentos florestais
urbanos de Mata Atlantica no municipio de Maring4, Parand. Para tanto,
foram capturados 12 gambas, 35 morcegos e cinco ratos. Os mamiferos
capturados foram anestesiados, de maneira ndo prejudicial, para a colheita
de sangue. O sangue obtido foi submetido a PCR para detec¢ao do parasito
e ao cultivo em meio NNN/LIT para obtencdo de novos isolados.
Demonstramos a presenca de T. cruzi em gambas e morcegos, com a
obtencéo de um isolado do parasito. O mesmo foi genotipado como Tcll com
0 marcador 24Sa do DNA ribossomal e pela PCR/RFLP do gene citocromo
oxidase Il. Esses resultados corroboram a importancia de estudos que
avaliam a dinamica da infeccdo de T. cruzi e das DTU que circulam em
animais selvagens.

Introducao

Estudos envolvendo doencas parasitarias e animais selvagens sé&o
extremamente valiosos para a compreensdo da dinamica de infeccbes e
endemias que podem afetar humanos e animais domeésticos. Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida), um protozoéario parasito multi-hospedeiro faz parte
desse grupo, sendo capaz de infectar sete ordens de mamiferos, tendo
como vetores insetos hematofagos da familia Reduviidae (Jansen et al.,
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2015). Subdividido geneticamente em seis Discrete Typing Units (DTU, Tcl-
TcVI), Tcl e Tcll sdo amplamente dispersos nas areas de distribuicdo do
parasito em todo o territorio brasileiro. No entanto, no Estado do Parana, o
genadtipo Tcll ja foi encontrado infectando humanos e triatomineos, mas
nunca foi encontrado em mamiferos. Para tanto, esse estudo investigou a
ocorréncia natural do T. cruzi em mamiferos selvagens capturados em
fragmentos florestais urbanos de Mata Atlantica em Maringa no Parana.

Materiais e métodos

Aspectos éticos

O trabalho foi aprovados pelo Instituto Chico Mendes de Conservacédo da
Biodiversidade (ICMBio, n° 42881) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Estadual de Maringa (n° 023/2014).

Captura dos mamiferos e colheita de amostras de sangue

Foram capturados mamiferos selvagens de dois fragmentos florestais de
Maringa: Parque Cinquentenario e Parque do Inga. Para a captura de
gambés e dos pequenos roedores foram utilizadas armadilhas de arame do
tipo live trap. Morcegos foram capturados com redes de neblina. Gambas,
roedores e morcegos foram anestesiados, de maneira nao prejudicial, para a
colheita de sangue. O sangue colhido foi cultivado em meio NNN/LIT.

Deteccgéo dos parasitos e genotipagem do isolado

Amostras de sangue foram armazenadas em solugéo de guanidina/EDTA
para subsequente extracdo de DNA. O DNA foi extraido por meio do método
fenol/cloroformio e precipitado com adicdo de etanol e acetato de sédio. A
amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada de
acordo com Miyamoto et al. (2006) e os produtos da amplificacdo foram
analisados em eletroforese de gel de poliacrilamida a 4,5%, seguido de
coloracdo com nitrato de prata. A genotipagem do isolado procedeu de
acordo com Sé e colaboradores (2013) por meio da PCR/RFLP da citocromo
oxidase Il e do gene ribossomal 24Sa.

Resultados e Discussao

Foram capturados 12 gambas Didelphis albiventris, cinco Rattus rattus e 35
morcegos pertencentes a cinco espeécies: Artibeus lituratus (n=25), Carollia
perspicillata (n=3), Platyrrhinus lineatus (n=1), Pygoderma bilabiatum (n=2) e
Sturnira lilium (n=4).

Dos 35 morcegos examinados, a PCR demonstrou a presenca de DNA do
cinetoplasto (kDNA) de T. cruzi em dez individuos da espécie A. lituratus
(10/25) perfazendo 40% de positividade para esta espécie. Para as demais
espécies de morcego capturadas, o fragmento especifico de kDNA nao foi
detectado (Tabela 1). A PCR néo foi realizada para os cinco R. rattus
amostrados, enquanto que para D. albiventris (12/12) a PCR demonstrou
100% de positividade (Tabela 1).
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A. lituratus € uma espécie de morcego muito comum em ambientes
antropizados. Exibem uma grande area de forrageamento, mesmo em areas
verdes em meio a urbanizacdo, o que facilitaria uma maior chance de
infeccéo por diversos agentes patogénicos, incluindo o T. cruzi (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). Isso explicaria a alta taxa de infectividade
detectada pela PCR (Tabela 1). Contudo, hemoculturas foram negativas
para todos os morcegos amostrados (Tabela 1). Jansen e colaboradores
(2015) relatam que menos de 40% dos animais examinados estédo
infectados, com o encontro de hemoculturas positivas em apenas 10% dos
espécimes examinados.

Todos os 12 D. albiventris amostrados foram positivos para PCR
(100%), com uma hemocultura positiva para T. cruzi perfazendo um isolado
do parasito (Tabela 1), sendo este, genotipado como Tcll (Figura 1). Em
infeccbes recentes ou em parasitemias transitorias com picos que flutuam ao
longo do tempo, hemoculturas positivas podem ser observadas, enquanto
que em infeccbes mais antigas, com baixa prevaléncia de parasitos
sanguineos, o isolamento se torna mais laborioso (Jansen et al., 2015). Isso
explica o fato de que as amostras dos demais D. albiventris e dos morcegos
examinados, embora com PCR positiva, foram negativos em hemocultura.

Tabela 1 — Mamiferos capturados e examinados quanto a presenca de T.
cruzi em um fragmento florestal urbano de Maring4, Parana.

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
Sturnira lilium 4 0,0 0,0
Rattus rattus * 5 - 0,0
TOTAL 52 46,8 1,92

* Detecgéo por PCR nao realizada para esta espécie amostrada.
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Figura 1 — Amplificacdo e perfis dos fragmentos de restricido da PCR/RFLP em gel de
poliacrilamida 6% usado para detec¢do e genotipagem das DTU de isolados de T. cruzi. (A)
Padrdes de controle das cepas de T. cruzi e genotipagem do isolado obtido de D. albiventris

(DALBO01). (B) Esquema de genotipagem para determinagéo das DTU de T. cruzi por PCR

RFLP (Sé& et al., 2013). CN, controle negativo; PM, peso molecular, 100pb DNA ladder.

Conclusbes

Demonstramos a presenca de DNA de T. cruzi em gambas e morcegos, com
a obtencdo de um isolado do parasito. O isolado obtido foi genotipado como
pertencente & DTU Tcll com o marcador 24Sa do DNA ribossomal e pela
PCR/RFLP do gene mitocondrial da citocromo oxidase II. Tcll foi
demonstrado pela primeira vez em um mamifero de vida livre no estado do
Parana, conferindo um achado incomum. Esses resultados demonstram a
importancia de estudos que avaliem a dindmica da infeccdo de patdégenos
gue circulam em animais selvagens, como o ciclo enzoético do T. cruzi em
mamiferos selvagens de vida livre, com atencdo especial a fragmentos
florestais urbanos.
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