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Morcegos como hospedeiros de Leishmania spp. em areas endémicas

para leishmaniose visceral

RESUMO - A leishmaniose visceral € uma doenca em franca expansado no
Brasil e que tem a participagdo de algumas espécies animais na manutengao
de seu ciclo. Este trabalho objetivou investigar a presenca de Leishmania spp.
em morcegos de area endémica para leishmaniose visceral e investigar a
participacdo destes animais como possiveis reservatorios desta zoonose.
Avaliou-se a presenca de DNA dos parasitas, por meio da PCR, em amostras
de baco e pele de 375 quirépteros originarios de 19 cidades do Estado de Sao
Paulo, Brasil, areas endémicas e com transmissdo intensa para leishmaniose
visceral. A amplificacao de kDNA de Leishmania spp. por PCR foi positiva em
4,53% dos quirdpteros, sendo que a maior positividade foi observada em
amostras de baco (94,1%) e dois animais foram positivos tanto para amostras
de pele como de bago; a presengca de DNA do gene SSU 18S rRNA de
Trypanosoma spp., também investigada, foi positiva em 4,53% das amostras
sendo 23,5% positivas somente na amostra de bago, 76,5% somente na
amostra de pele. Um animal apresentou positividade tanto para Leishmania
spp. como para Trypanosoma spp. Os resultados indicam a ocorréncia de
Leishmania spp. em quirdpteros da area endémica para leishmaniose visceral,

indicando a possibilidade de serem reservatérios desta zoonose.

Palavras-chave: Leishmaniose-diagnéstico; Diagndstico molecular; Relagao

hospedeiro-parasito; DNA de cinetoplasto; Reagao em cadeia de polimerase.



Bats as Leishmania spp. hosts in visceral leishmaniasis endemic areas

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is a disease with increasing incidence in
Brazil and that has some animal species contributing to its maintenance. This
study aimed at investigating the presence of Leishmania spp. in bats from an
endemic area for visceral leishmaniasis, in order to assess its participation as
possible potential reservoirs for this zoonosis. We collected spleen and skin
samples of 375 bats from 19 cities in the State Sao Paulo, Brazil, areas of
intense visceral leishmaniasis transmission. KDNA Leishmania ssp.
amplification by PCR was positive in 4.53% bats and a higher positivity was
seen in spleen samples (94.1%); two bats were positive for both skin and
spleen samples. Trypanosoma spp. genomic DNA amplification was also
investigated and 4.53% of the samples were positive, 23.5% of these were
positive only for spleen, 76.5% for skin. One bat was positive for both
Leishmania spp. and Trypanosoma spp. DNA amplification. These results
demonstrate the occurrence of Leishmania spp. in bats from endemic area for
visceral leishmaniasis, indicating the possibility of these being reservoirs of this

ZOONoSsis.

Key-words: Leishmaniasis-diagnosis; Molecular diagnostics; Host-parasite

relationship; Kinetoplast DNA; Polymerase chain reaction.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A leishmaniose € uma zoonose endémica em franca expanséo no Brasil,
de dificil controle e considerada um importante problema de Saude Publica
(BRASIL, 2006). E causada por protozoarios digenéticos pertencentes ao sub-
reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia Tripanosomidae, do género
Leishmania (DESJEUX, et al., 2004). Na América do Sul, as leishmanias estéo
agrupadas em dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania
(Viannia) (GRAMICCIA e GRADONI, 2005), assim classificadas segundo o
desenvolvimento das formas promastigotas no intestino do vetor, ja que o ciclo
de vida destes parasitas requer a alternancia entre um inseto flebotomineo e
um mamifero hospedeiro (GOSSAGE, et al., 2003). A maioria das espécies de
Leishmania (subgénero Leishmania) € parasita da regido suprapilaria, com
desenvolvimento restrito no intestino médio; ja as espécies do Novo Mundo,
subgénero Viannia, como a Leishmania braziliensis, sado parasitas peripilarios,
se desenvolvendo entre o intestino posterior antes da migragao para o intestino
médio (KAMHAWAI, 2006).

Os principais vetores das Leishmanias sao os flebotomineos, sendo os
do género Lutzomyia, associado a transmissdo nas Ameéricas. Durante o
repasto sangulineo, as formas promastigotas metaciclicas (formas infectantes)
sao depositadas na pele do hospedeiro e os parasitas sdo rapidamente
capturados, principalmente por macrofagos, € em seguida, diferenciados na
forma amastigota, intracelular obrigatéria, infectando o hospedeiro vertebrado
(HANDMAN e BULLEN, 2002; KATO et al.,, 2010). O ciclo bioloégico do
protozoario reinicia-se quando o hospedeiro infectado, contendo as formas
amastigotas da Leishmania spp. € picado pelo flebotomineo, que as ingere
durante a picadura. No trato digestério do vetor, as formas amastigotas passam
por um complexo processo e dentro de alguns dias transformam-se em
promastigotas metaciclicas, sendo assim tal vetor capaz de infectar outros
mamiferos (BANETH, 2006; KILLICK-KENDRICK, 1990).
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Vinte e duas espécies de Leishmania tém sido isoladas de casos
humanos, resultando em diferentes formas clinicas viscerais ou tegumentares
(LAINSON e SHAW, 1987 e 1998; WHO, 2010).

Diversas manifestacdes clinicas sao observadas, desde sinais leves nas
formas cutaneas, até o obito, nas formas viscerais da doenga, dependendo da
espécie de parasita e do estado imunolégico do hospedeiro (MURRAY, et al.,
2005). A forma cutanea da leishmaniose (LC) é descrita desde a antiguidade,
no Brasil, foi detectada quando das investigagdes de lesbes em trabalhadores
rurais em cidades de Sdo Paulo, em 1909. E caracterizada por Ulceras
cutaneas refratarias ou nodulos localizados em locais de infeccdo que se
curam espontanemante, deixando cicatrizes. Outra forma conhecida é a
leishmaniose cutanea difusa (DCL) que produz nddulos crénicos, nao-
ulcerados, por todo corpo (DESJEUX et al.; 2001; DESJEUX et al., 2004). A
forma muco-cutdnea da leishmaniose (MCL) provoca lesdes nas mucosas
nasais, na boca, garganta e tecidos circundantes (MARSDEN, 1986) e a forma
visceral (LV) acomete figado, bago, 6rgaos linfoides, resultando em febre,
perda de peso, hepato e esplenomegalia (BRYCESON, 1996). Uma das formas
mais letais desta zoonose € a forma visceral, que tem, nas Américas, como
principal vetor os flebotomineos da espécie Lutzomya longipalpis (LAINSON e
SHAW, 1988).

As trés mais importantes espécies dos dois subgéneros de Leishmania
spp. foram identificadas no Brasil como agentes etiolégicos da leishmaniose
cutanea americana (ACL) em humanos (CAMARGO e LANGONI, 2006): a
Leishmania (Viannia) braziliensis, transmitida por Lutzomyia whitmani,
Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia intermedia; a Leishmania (V.) guyanensis,
transmitida por Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia anduzei e Lutzomyia
squamiventris (LAINSON e SHAW, 1987) e a Leishmania (Leishmania)
amazonensis, que tem como principais vetores a Lutzomyia flaviscutellata e
Lutzomyia olmeca (CAMARGO e LANGONI, 2006). O principal responsavel
pela leishmaniose muco-cutdnea (MCL) € a Leishmania (V.) braziliensis,

embora outras espécies também tenham sido relatadas na manifestagcao desta



14

forma, como a Leishmania (V.) guayanensis e Leishmania (L.) amazonensis
(BARRAL et al., 1991; NAIFF et al., 1988; OSORIO, et al., 1998).

Quanto a leishmaniose visceral (LV) trés espécies sdo agentes
conhecidos no mundo e pertencem ao complexo Leishmania donovani
(Leishmania): Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) donovani (CAMARGO e LANGONI, 2006),
sendo a Leishmania donovani, a forma visceral classica antropozoondtica,
ocorrendo a participacdo do homem de forma acidental ou secundaria no ciclo
(LEWIS e WARD, 1987) e as demais espécies consideradas zoonéticas. No
Brasil, a LV é causada por L.chagasi, atualmente sendo considerada a mesma
espécie que L.infantum.

A prevaléncia global de casos humanos de leishmaniose é estimada em
12 milhdes, com incidéncia de 1-1,5 milhdes de casos anuais nas formas
cutaneas de leishmaniose (WHO, 2009) e cerca de 500.000 novos casos
humanos anuais de leishmaniose visceral, 90% dos quais concentram-se no
Brasil, Bangladesh, Nepal (BERN et al. 2005; DESJEUX, 2004), india e Sud&o.
No Brasil, a leishmaniose visceral esta registrada em quatro regides brasileiras

(BRASIL, 2010), e ja com alguns relatos de ocorréncia na regidao Sul.

RESERVATORIOS E OS MORCEGOS

Muitas espécies de mamiferos constituem importantes reservatérios de
Leishmania spp., sendo os principais para leishmaniose cutanea ou tegumentar
espécies de roedores, marsupiais, edentatus e canideos silvestres (ASHFORD,
2000; MARVULDO et al., 2006; QUINNEL e COURTENAY, 2009; QUINTAL et
al. 2010; SANTIAGO et al., 2007; TRAVI et al., 1998). Quanto a leishmaniose
visceral algumas raposas e marsupiais sao considerados reservatorios, no
ambiente silvestre (BRASIL, 2006), entretanto, o cdo doméstico (Canis
familiares) é considerado o mais importante reservatorio de Leishmania

chagasi em ambientes urbanos e periurbanos (DEANE e DEANE, 1955).
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A adequacdo de um determinado mamifero hospedeiro para a
manutencido das populagdes de Leishmania spp. depende de muitos fatores
como a densidade populacional e longevidade do hospedeiro, a duragdo da
infeccdo, a localizagdo dos parasitas no interior do hospedeiro, bem como o
estado imunoldgico deste (ASHFORD, 2000).

A investigagdo de parasitas hemoflagelados em animais silvestres e
domésticos tem sido foco de estudo em diferentes areas geograficas. Nesse
contexto, os morcegos vém recebendo atengdo ja que atuam como
reservatorios e transmissores de agentes de importancia em saude publica
(FIELD et al., 2004; MESSENGER et al., 2003), como os tripanosomas
(BARROS et al., 2008).

Os morcegos (Mammalia: Chiroptera) sdo a segunda maior ordem dos
mamiferos, sendo reconhecidamente importantes na regulagdo dos
ecossistemas tropicais representando, em algumas areas, 40 a 50% das
espécies de mamiferos (PATTERSON e PASCUAL, 1972, TIMM, 1994). Sua
notavel diversidade de formas, adaptagdes morfolégicas e habitos alimentares
permitem a utilizacdo dos mais variados nichos, em complexa relagcdo de
interdependéncia com o meio (FENTON et al. 1992, KALKO, 1997; PEDRO et
al.1995). No mundo existem cerca de 1000 espécies de morcegos, as quais
ocupam os mais variados biomas nos diferentes continentes, sendo que a
maior diversidade de espécies encontra-se na regido neotropical
(MICKLEBURGH et al., 2002; NOWAK 1994). No Brasil existem 9 familias, 64
géneros e 167 espécies de morcegos (REIS et al., 2007).

A medida que partilham recursos, em especial os alimentares, os
quirépteros influenciam a dindmica dos ecossistemas naturais, agindo como
dispersores de sementes, polinizadores e reguladores de populagcdées animais
(GOODWIN e GREENHALL, 1961; KUNZ e PIERSON, 1994; RIDLEY, 1930;
VAN DER PIJL, 1957). A sobrevivéncia dos morcegos € dependente,
principalmente, da sua mobilidade na busca de comida e abrigo, portanto com
a fragmentacdo de florestas, ha reducdo da disponibilidade e alteracdo na

distribuicao dos recursos, o que os leva a empreenderem migrag¢des de longa
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distdncia para areas urbanas (MENEZES et al.,, 2008), favorecendo a
urbanizagédo de agentes patogénicos ao homem (TAYLOR et al., 2001), como o
histoplasma, o virus da raiva e tripanosomatideos, que reforga a importancia de
estudos envolvendo a infecgédo natural desses animais (BARROS et al, 2008).

Lutzomyia longipalpis, o vetor da leishmaniose visceral nas Ameéricas,
esta presente de forma freqlente em cavernas e fendas habitadas por
morcegos e estes podem servir como fonte de alimento em tais nichos (LAMPO
et al., 2000) Os dados de literatura mostram que o carater oportunista parece
predominar na alimentagdo desses insetos que podem sugar ampla variedade
de vertebrados (MORRISON et al.,, 1993; QUINNELL et al.,, 1992). Ja foi
demonstrado que Lutzomyia longipalpis é capaz de se alimentar de pelo menos
4 espécies de morcegos de trés familias diferentes: Pteronotus parnellii
(Mormoopidae), = Glossophaga  longirostris  (Phyllostomidae),  Carollia
perspicillata (Phyllostomidae), e Myotis oxyotus (Vespertilionidae) (LAMPO et
al, 2000). A capacidade de dispersao dos morcegos e sua longevidade
poderiam facilitar a dispersao e persisténcia de Leishmania, com importantes
implicagbes para as medidas de prevengao e controle da doenca (LAMPO et
al., 2000; SAVANI et al., 2010).

Na Guiana Francesa, relatos de aumento dos casos de leishmaniose
cutanea, principalmente em trabalhadores do interior das florestas densas e
entre mamiferos nao-voadores, levaram pesquisadores a avaliarem amostras
de morcegos de diferentes espécies para a presenga de DNA de Leishmania
spp., porém, sem sucesso (ROTUREAU et al.; 2006).

Por outro lado, De Lima et al. (2008) relatam o isolamento de
Leishmania (L.) chagasi a partir de um morcego frugivoro, Carollia perspicillata,
capturado em uma area livre de casos de leishmaniose visceral e com casos
esporadicos de leishmaniose tegumentar, na Venezuela.

Savani et al. (2010) detectaram o DNA de Leishmania spp. em amostras
de morcegos de regides da Serra da Cantareira e Serra do Mar, em Sao Paulo,
e observaram amostras positivas para Leishmania (Leishmania) amazonensis e

para Leishmania (Leishmania) chagasi. Embora ndo seja area de transmissao
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humana para leishmaniose visceral, a cidade de S&o Paulo ja registrou dois
casos autoctones de LV no passado, mas, nem caes infectados, nem os
flebotomineos foram encontrados para confirmar a transmissdo na época
(IVERSSON et al., 1979; 1982).

Determinar as populagcdes de hospedeiros do parasita pode ser de
primordial importancia para o controle efetivo das leishmanioses (CABRERA et
al., 2003). A existéncia de reservatérios silvestres ajuda na perpetuacdo do
parasito de Leishmania spp. numa regido endémica, tendo em vista que seus
habitos sinantrépicos podem propiciar um elo entre o ciclo silvestre e doméstico
(SILVA et al., 2005).

IDENTIFICAGAO DE Leishmania spp. EM HOSPEDEIROS

Para a identificacdo de Leishmania spp. em hospedeiro vertebrado, um
dos métodos eleitos como padréao é o parasitolégico, no qual se identifica
diretamente o parasita nos tecidos infectados, porém, apresenta baixa
sensibilidade devido a limitacbes como baixo parasitismo ou auséncia dos
mesmos nos materiais colhidos para andlise (GOMES et al.,, 2008). O
isolamento do agente etiolégico € um método também preciso, ao identificar o
parasita. De forma complementar ao método diagndstico parasitolégico, as
técnicas imunohistoquimicas aumentam o contraste entre o parasita e a célula
hospedeira, proporcionando maior sensibilidade e especificidade as técnicas
parasitologicas (TAFURI, 2004), tendo sido empregados mais rotineiramente.
Porém, os métodos diagnodsticos mais comumente utilizados para inquéritos
epidemiolégicos caninos sao o0s sorolégicos, como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e “Enzyme-Linked immunoabsorbent Assay”
(ELISA), que expressa a quantidade de anticorpos circulantes (AMBROISE-
THOMAS, 1976; BARBOSA-DE-DEUS et al., 2002; LUCIANO, et al., 2009).
Além dos métodos moleculares, como a “Polymerase Chain Reaction” (PCR)

utilizados desde a década de 80.
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Entretanto, podem ocorrer reagdes cruzadas soroldgicas entre espécies
de Leishmania e outros tripanossomatideos (FERREIRA EDE, et al., 2007;
SAVANI, et al., 2005; TRONCARELLI, et al., 2009), dada a proximidade
filogenética entre as espécies da familia Trypanosomatidae (HUGHES e
PIONTKIVSKA, et al., 2003), sendo importante a diferenciacdo destes
parasitas.

Diferentes espécies de flagelados tripanosomatideos ja foram descritas
em morcegos, sobretudo do género Trypanosoma, ja relatados em mais de 70
espécies de morcegos (BARROS et al.; 2008; BOWER e WOO, 1981; DEANE,
1961; HOARE, 1972; LIMA, et al., 2012; MARINKELLE, 1976; MOLYNEUX,
1991; STEINDEL et al., 1998). Nas Américas, sua importancia aumenta devido
a infecgdo natural por Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga de
Chagas (FUNAYAMA e BARRETO, 1970) e por Trypanosoma evansi
(BARROS, et al., 2008) e Trypanosoma equiperdum (MOLYNEUX, 1991),
muito embora seja desconhecido como esses animais atuam no ciclo desse
protozoario em ambiente silvestre.

Na busca por diagnédsticos de alta sensibilidade e especificidade

surgiram os métodos moleculares e a PCR passou a ser amplamente utilizada
em diagndsticos e estudos epidemioldgicos (LIMA et al. 2012; COELHO et al.
2011; AKKAFA et al. 2008). Desde o advento da PCR, tém sido publicadas

numerosas ferramentas moleculares para distingdo de espécies e cepas de
Leishmania (SCHONIAN et al., 2011).

Como vantagem, a PCR pode ser realizada a partir da extragdo de DNA
de variados tecidos, fluidos biolégicos, sangue ou mesmo de espécimes
bioldgicas, e atualmente trés técnicas s&o bastante utilizadas: a PCR
convencional, a “nested’-PCR e a “real-time” PCR (SOLANO-GALEGO, et al.,
2009). Para maior sensibilidade nos diagndsticos moleculares a “nested”-PCR
ou “semi”-nested, que utilizam oligonucleotideos internos ao primeiro fragmento
gerado de DNA aumentam a sensibilidade da reacg&o, assim como o uso de

RFLP “Restriction fragment lenght polymorphism” por meio de enzimas de
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restricdo, aumentando a especificidade da técnica (GRAMICCIA, 2011) e
permite a diferenciacado das espécies.

As principais sequéncias de DNA utilizadas como alvo para identificagéo
do género Leishmania spp. sdo DNA de kinetoplasto (KDNA) (RODGERS, et
al., 1990; WIRTH e MCMAHON-PRATT, 1982) glucose-6-phophate
dehydrogenase (CASTILHO et al. 2003; CASTILHO et al.,, 2008) e DNA
ribossomal (SAVANI et al. 2009; SAVANI et al. 2010; ULIANA et al. 1994).

A sequéncia de DNA do kinetoplasto (kDNA) da Leishmania apresenta
cerca de 10* copias por célula (BAKER et al., 1986; WIRTH e MCMAHON-
PRATT, 1982). Rodgers et al. (1990), por meio de PCR, compararam as
sequéncias de minicirculos de diferentes espécies de Leishmania revelando
uma regiao de aproximadamente 200pb que é conservada entre as diversas
espécies investigadas, portanto util na identificagdo do género Leishmania.
Desde entdo, o alvo kDNA é bastante utilizado nos diagndsticos moleculares
(COELHO et al., 2011; QUINTAL, et al. 2010; SCHONIAN et al., 2003).

Sendo a distingdo entre as espécies crucial em algumas situagées como
quando da necessidade de executar tratamentos assim como em estudos
epidemioldgicos para se determinar as medidas de controle (SCHONIAN, et al.,
2003).

A distincdo entre a maioria das espécies de Leishmania com
importancia médica tem sido realizada com base nas diferengas encontradas
na amplificagdo da regido “Internal Transcribed spacer 1” (ITS-1), uma regiao
nao codificadora e que esta localizada entre a subunidade menor (SSU “small
subunit’) e os genes 5.8S do RNA ribossomal, conservada nas espécies de
Leishmania e muito utilizada pela detecgédo das variagdes intra-especificas (EL
TAI, et al.,, 2000). A amplificacdo desta regido seguida da digestdo com
enzimas de restricdo (PCR-RFLP) resulta na clivagem em diferentes tamanhos
de fragmentos de DNA, permitindo a diferenciacdo de algumas espécies
(CUPOLILLO et al., 1995; DAVILA e MOMEM, 2000; SCHONIAN et al., 2000 e
2003).
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Por meio da técnica de “nested’-PCR, uma regido SSU rDNA
conservada nos tripanossomatideos, € amplificada na primeira reacédo e, na
segunda reagao, amplifica-se uma regido comum ao género Leishmania. Apos
0 sequenciamento do produto originario da segunda reacéo € possivel fazer a
distincdo entre parasitas do subgénero Viannia, Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (L.) chagasi (LIMA, et al., 2011). Esta variacdo da técnica de PCR
€ utilizada também, com sucesso, para amplificagdo da regido do gene 18S
rRNA na identificacdo de Trypanosoma spp. (SMITH, et al., 2008).

Desde a introducdo da leishmaniose visceral (LV) no Estado de Séao
Paulo, em 1998, observa-se uma expansao na area de transmissao da doenca.
No periodo entre 1999 e 2009 foram confirmados 1.750 casos de leishmaniose
visceral em humanos, totalizando 138 6bitos (SAO PAULO, 2010). Aragatuba-
SP, onde foi registrado o primeiro caso de leishmaniose visceral autéctone no
Estado, é considerado municipio de transmissdo intensa de leishmaniose
visceral com transmiss&o canina e humana (SAO PAULO, 2011). A ocorréncia
de outras espécies de Leishmania spp. em animais domésticos, como o relato
de L. amazonensis em caes da cidade de Aragatuba (TOLEZANO, et al., 2007)
onde ainda ndo haviam sido relatados casos humanos para tal espécie,
reforcam a importancia da investigacao na regido de estudo.

Os morcegos, por apresentarem a caracteristica de potenciais
reservatorios ou hospedeiros acidentais e transmissores de importantes
agravos que afetam o homem e pela existéncia de estudos que detectaram a
presenca de Leishmania nos mesmos, merecem atengao quanto a seu papel
no ciclo de transmissdo da doenca. A hipotese deste estudo € a de que os
morcegos possam ser hospedeiros acidentais ou mesmo reservatorios de
Leishmania spp. em areas endémicas. Assim objetivou-se avaliar a presenca
de DNA de Leishmania spp. em morcegos da regidao noroeste do Estado de

Sao Paulo.
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CAPITULO 2 - DETECGAO DE DNA DE Leishmania (L.) chagasi E
Leishmania (L.) amazonensis EM MORCEGOS DE AREAS URBANAS
ENDEMICAS PARA LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral € uma doenca em franca expansdo no
Brasil e que tem a participacdo de algumas espécies animais na manutencao
de seu ciclo. Este trabalho objetivou investigar a presenga de DNA de
Leishmania spp. em morcegos de areas urbanas endémicas para leishmaniose
visceral e investigar a participacdo destes animais como possiveis
reservatorios desta zoonose. Avaliou-se a presenca de DNA dos parasitas, por
meio da reagado em cadeia pela polimerase (PCR), em amostras de bago e pele
de 375 quirdpteros originarios de 19 cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil,
areas com transmissao intensa para leishmaniose visceral. A amplificagcao de
kDNA de Leishmania spp. por PCR foi positiva em 4,5% dos quirépteros, sendo
que a maior positividade foi observada em amostras de bago (94,1%) e dois
animais foram positivos tanto para amostras de pele como de baco. Como
diagndstico diferencial, as mesmas amostras foram investigadas para a
presenca de DNA do gene SSU 18S rRNA de Trypanosoma spp., tendo sido
positiva em 4,5% das amostras sendo 23,5% positivas somente na amostra de
baco, 76,5% somente na amostra de pele. Um animal apresentou positividade
tanto para Leishmania spp. como para Trypanosoma spp. A deteccido destes
parasitas em areas endémicas para leishmaniose visceral indica a ocorréncia
de Leishmania spp. em quiropteros, bem como a possibilidade de serem

hospedeiros acidentais ou mesmo reservatorios desta zoonose.

Palavras-chave: leishmaniose, quirdpteros, PCR, epidemiologia, reservatorio.
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INTRODUGAO

A leishmaniose um importante problema de saude publica, € uma
zoonose endémica de dificil controle e em franca expans&o no Brasil (BRASIL,
2010). Causada por protozoarios digenéticos pertencentes ao subreino
Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia Tripanosomidae, género Leishmania
(DESJEUX, 2004), tem como vetores os flebotomineos, cujo género principal
nas Américas é Lutzomyia. Na América do Sul, as leishmanias estéo
agrupadas em dois subgéneros Leishmania (Leishmania) e Leishmania
(Viannia) (GRAMICCIA e GRADONI, 2005), sendo a Leishmania (Leishmania)
chagasi o principal agente da leishmaniose visceral (LV) e a Leishmania
(Viannia) braziliensis o principal responsavel pela leishmaniose muco-cuténea
(MCL), embora outras espécies também tenham sido relatadas na
manifestacdo desta forma, como a Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (BARRAL et al., 1991; BRASIL, 2006;
KATO et al., 2010; NAIFF et al., 1988; OSORIO, et al., 1998).

Diversos mamiferos podem ser reservatérios de Leishmania spp., tais
como roedores, carnivoros, primatas e marsupiais (COURTENAY et al., 1994;
DEANE & DEANE, 1955; QUINTAL et al., 2010; SANTIAGO et al., 2007;
TRAVI et al.,, 1998). Porém para o principal agente etiolégico da LV nas
Américas: Leishmania chagasi, o cao doméstico é considerado o reservatorio
mais importante no ambiente urbano. Os morcegos apresentam notavel
diversidade de formas, adaptagdes morfoldgicas e habitos alimentares, além de
abundancia de espécies (REIS et al., 2007), podendo atuar como hospedeiros
de diversos tripanossomatideos (BARROS, et al., 2008; MOLYNEUX, 1991;
SARAVIA et al., 1987).

Poucos estudos ja relataram a presenca de DNA de Leishmania spp. € 0
isolamento do parasita em quirdpteros de areas endémicas e nado endémicas
(DE LIMA et al., 2008; SAVANI et al., 2010). Por outro lado, ja se observou a
presenca de flebotomineos em morcegos (LAMPO et al., 2000). Na Venezuela,

De Lima et al. (2008) isolaram Leishmania infantum chagasi a partir de uma
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amostra de sangue de um morcego frugivoro (Carollia perspicillata) e Savani et
al. (2010) detectaram a presenca de DNA em amostras de sangue e bago
positivas para Leishmania (Leishmania) amazonensis e para Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi em morcegos da Serra da Cantareira e Serra do
Mar, em S&o Paulo, Brasil. O papel epidemiolégico dos morcegos na
transmissao da LV ainda n&o esta esclarecido.

Varios municipios do Estado de Sdo Paulo séo classificados como area
de transmissdo intensa de leishmaniose visceral (SAO PAULO, 2011). E a
hipétese deste estudo € a de que os morcegos possam servir de reservatorio
de Leishmania spp. nestas areas, visto que tém alta capacidade de dispersao e
longevidade, podendo contribuir para a manutengao da zoonose, assim a
presenca de DNA do protozoario foi avaliada em quirdpteros de areas

endémicas do Estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e coleta de amostras

O estudo foi realizado no Estado de Sao Paulo, abrangendo 19 cidades
consideradas endémicas para leishmaniose visceral. Foram utilizados
morcegos predominantemente provenientes de area urbana, enviados
congelados ou refrigerados ao Laboratério de Diagnoéstico de Raiva da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus
Aracatuba, no periodo de 2010 a 2012, para realizagdo de pesquisa do virus
rabico. Foram colhidas 375 amostras de bago e de pele da regido epigastrica
(medindo cerca de 0,5 cm?), escolhida de forma arbitraria por ser de uma
regiao com boa vascularizagdo e, possivelmente, de facil acesso para o

repasto de flebotomineos, sendo mantidas a -20°C até o processamento.
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Amostras

Os quirépteros foram taxonomicamente identificados em familia, género
e espécie, segundo os critérios descritos por Vizotto e Taddei (1973),
atualizada por Reis et al. (2007; 2011).

Extragdo e quantificacdo de DNA

Para extragcdo de DNA de bago foram utilizadas 10 mg de cada amostra
e, para pele, 25 mg, as quais foram lisadas e digeridas com proteinase K. O
DNA de pele foi extraido com o kit comercial QlAamp DNA mini kit (Qiagen®),
segundo instrugdes do fabricante; o DNA de bago foi extraido com
fenol/cloroférmio/alcool Isoamilico (25:24:1) e precipitagdo com etanol absoluto
(SAMBROOK, et al. 1989). O volume final foi de 50 uL para ambas extrac¢des.

A qualidade e concentragdo de DNA foi avaliada com o auxilio do
aparelho NanoDrop®(ND-100); as amostras quantificadas foram diluidas para a

concentragao de 20-30 ng/uL para uso.

Controles das reagoes de PCR

A amplificacdo de um fragmento de DNA mitocondrial de
aproximadamente 359pb do citocromo B, utilizando-se os oligonucleotideos
iniciadores L14841 e H15149 (KOCHER et al., 1989) foi utilizada como controle
de qualidade do DNA extraido (Quadro 1). Os resultados da amplificagao foram
visualizados em gel de agarose 1,5%, coradas com brometo de etidio.

Um controle positivo de DNA de Leishmania spp., cepa Leishmania
chagasi (L579 MHOM/BR/1974/PP75) outro de DNA de Trypanosoma spp.
mantidos em cultivo; dois controles negativos (uma amostra de quiréptero,
proveniente da cidade de Iguape-SP, area ndao endémica para LV até o
momento, (SAO PAULO, 2011) e um tubo com controle de reagentes (sem

DNA), foram incluidos em todas as reacgoes.
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PCR convencional para identificacao de DNA de Leishmania spp.

Um fragmento de 120pb DNA do kinetoplasto (kDNA) de Leishmania
spp. foi amplificado a partir dos oligonucleotideos iniciadores (Quadro 1)
descritos por Rodgers et al. (1990). Esta reacdo € especifica para Leishmania
spp. ndo amplificando outros tripanosomatideos (RODGERS et al. 1990), por
se tratar da regido conservada do género Leishmania. A reagao foi realizada
em volume de 25uL contendo 2uL de DNA gendmico, 1,5mM de MgCl,, 200mM
de cada dNTP, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e 1U de “Taq
polimerase Platinum” (Invitrogen®), no aparelho termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems®), com desnaturagao inicial a 95°C por
5 minutos, seguido de 34 ciclos de 95°C por 30 segundos, 65°C por 45
segundos, e 72°C por 30 segundos, e extensao final a 72°C, por 5 minutos.

Os resultados da amplificagdo foram visualizados em gel de
poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata. As amostras com resultado
positivo para Leishmania spp. foram posteriormente avaliadas para

diferenciacao de espécies.

“Nested”-PCR para identificagao de DNA de Trypanosoma spp.

Foi utilizada a “nested”-PCR utilizando-se oligoiniciadores especificos
para uma regiao variavel do gene 18S rRNA de Trypanosoma spp. (TRY927F e
TRY927R) descritos por Smith et al. (2008) e que amplificam fragmento de
DNA de 927pb (Quadro 1). A amplificagcao foi realizada em volume de 50uL
contendo 2uL de DNA genbémico, 1,5mM de MgCl;, 250mM de cada dNTP,
1,0u M de cada oligonucleotideo iniciador e 0,3 U de “Taq polimerase Platinum”
(Invitrogen®), em aparelho termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems®), com desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58,6°C por 60 segundos, e 72°C por 90
segundos, e extensao final a 72°C, por 5 minutos.

Dos produtos da primeira PCR, 1uL de cada amostra foi usado para a

segunda reagao, utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores SSU450F e
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SSU450R (SMITH, et al., 2008) seguindo-se 0 mesmo protocolo descrito para a

primeira reacdo, em volume final de 50uL. O resultado da amplificacédo do

fragmento de DNA de aproximadamente 600pb (Quadro 1) foi visualizado em

gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio.

Quadro 1- Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢des de PCR

para amplificacdo de DNA de Leishmania spp. € Trypanosoma spp.

Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncia DNA alvo (pb) Referéncias
5" DNA
AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA- mitocondrial KOCHER et
L14841 3 citocromob 359 pb al.,, 1989
H15149 5'-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'
kDNA RODGERS,
13A 5'-GTGGGGGAGGGGCGTTCT -3' minicirculos 120 pb et.al.,1990
13B 5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT -3'
SSU gene SMITH, et.al.,
TRY927F 5'-GAAACAAGAAACACGGGAG -3' 18S rRNA 927 pb 2008
TRY927R 5'-CTACTGGGCAGCTTGGA -3'
SSU gene  aprox. SMITH, et.al.,
SSU450F 5'-TGGGATAACAAAGGAGCA -3' 18S rRNA 600 pb 2008
SSU450R 5'-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC -3'
ULIANA,
S4 5'-GATCCAGCTGCAGGTTCACC -3' SSUrDNA 540 pb et.al., 1994
S$12 5'-GGTTGATTCCGTCAACGGAC -3'
LIMA, et.al.,
S$17 5'-CCAAGCTGCCCAGTAGAAT- 3' SSUrDNA 439 pb 2010
S18 5'- TGCGGCGGATAAAACACC- 3'
300-350 EL TAI et al.,
LITSR 5'- CTGGATCATTTTCCGAT-3' ITS1 pb 2000

L5.8S

5'- TGATACCACTTATCGCACTT-3'
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Diferenciagcao das espécies de Leishmania spp.

“Nested” SSU rDNA PCR

Inicialmente foi realizada a PCR com os oligonucleotideos iniciadores S4
e S12 (ULIANA et al.,1994) que resultam na amplificacado de fragmento de DNA
de 540pb (Quadro 1). A reagao foi realizada em volume final de 25uL, contendo
2uL de DNA gendmico, 12,5uL de “HotStar Taq Plus Master mix kit” (Qiagen®);
0,25uL de oligoiniciadores a 20mM; 2,5uL de “Coral load” PCR buffer 10X
(Qiagen®).

A segunda reacao foi realizada com 1uL de DNA de produto amplificado
de DNA da primeira reagao, utilizando os oligoiniciadores internos S17-S18
(LIMA, 2011) com as mesmas condi¢des e protocolo descritos para a primeira
reacao e que resultam num fragmento de 439pb (Quadro 1). Os resultados
foram visualizados em gel de agarose 1,5%, coradas com brometo de etidio.
Esta abordagem permite a diferenciagao entre os subgéneros L. Leishmania e

L. Viannia, uma vez sequenciado o fragmento amplificado.

ITS-PCR -RFLP

Outra abordagem para a diferenciacdo das espécies de Leishmania
(Leishmania) foi realizada com a utilizacdo dos oligonucleotideos iniciadores
LITSR e L5.8S (Quadro 1), descritos por El Tai et al. (2000), seguindo-se o
protocolo de Schénian et al. (2003), que amplifica a regido espagadora interna
transcrita (ITS1) situada entre os genes SSU e 5.8S5 rRNA. Apds a
amplificagao, utilizou-se a enzima de restricao Haelll, para a distingdo entre a
maioria das espécies de Leishmania com importancia médica, tais como
Leishmania (L.) chagasi, Leishmania (V.) braziliensis (CUPOLILLO et al., 1995;
DAVILA & MOMEM, 2000; SCHONIAN et al., 2000; SCHONIAN et al, 2003) por
“Restriction fragment length polymorphism™ PCR (PCR-RFLP). Com esta

enzima os fragmentos gerados para Leishmania (L.) chagasi € a Leishmania
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(L.) infantum apresentam fragmentos de 55, 72 e 187pb; ja para Leishmania
(L.) amazonensis os fragmentos grados sao de aproximadamente 140 e 187pb
e para Leishmania (V.) braziliensis os fragmentos sdo de 140 e 160pb
(SCHONIAN et al, 2003).

A amplificagéo foi realizada com volume final de 50uL, contendo 1,5uL
MgCly; 250mM de cada ANTP; 2,5uL de cada oligonucleotideos iniciadores a
20mM; 5,0uL PCR buffer 10X (Qiagen®); 5uL de DNA gendmico (20ng /uL) e
2U de “Taq polimerase Platinum” (Invitrogen®). As amostras foram
amplificadas em aparelho termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems®) com desnaturagéao inicial de 94°C por 5min, seguido de
35 ciclos de 94°C por 30s, 53°C por 1 min, 72°C por 60s, e 72°C por 5 min para
extensao final. Para o RFLP, foi utilizado 12uL do produto da PCR, adicionado
1uL da enzima Haelll, mais 2uL de buffer 10X e agua ultra-pura até completar
o volume de 20uL, em seguida incubado a 37°C por uma hora e 80°C por vinte
minutos. Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8%, corados com nitrato de prata, o padrao de corte foi

comparado ao padrao das amostras de referéncia.

Analise estatistica

Foi realizado teste do Qui-quadrado para avaliar a associagéo entre o
municipio de origem ou o0 habito alimentar dos quirépteros e a presenga do
DNA de Leishmania spp. ou Trypanosoma spp. Adotou-se nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Os 375 quirdpteros avaliados eram de 18 espécies, pertencentes a

quatro diferentes familias e com habitos alimentares diversos (Tabela 1). Todas
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as amostras foram amplificadas nas reacdes de controle interno para citocromo
B, assim sendo consideradas adequadas para as demais etapas.

A PCR convencional, 4,5% (17/375) das amostras analisadas foram
positivas para presenga de KDNA de Leishmania spp., sendo 14 quirdpteros
exclusivamente positivos na amostra de bago, um somente na de pele e dois
positivos em ambos os tecidos. A identificagdo de DNA genbémico de
Trypanosoma spp. ocorreu em 4,5% das amostras, 4 foram exclusivamente
positivas na amostra de baco e 13 somente na de pele. Um dos quirépteros
(Molossus rufus) apresentou positividade concomitante para ambos
protozoarios estudados.

Os quirdpteros positivos para a presenca de KDNA Leishmania spp.
pertenciam a sete espécies diferentes (Tabela 1), sendo 76% insetivoros e
24% frugivoros. Quanto as amostras positivas para Trypanosoma spp. 9
espécies foram positivas (Tabela 1), sendo a maior representatividade entre os
insetivoros (70,6%), seguida dos frugivoros (17,6%) e 11,8% eram
hemato6fagos. Nao se observou associagao significativa entre o habito alimentar
e a presenca de DNA dos protozoarios avaliados.

Dentre os municipios analisados, seis tiveram resultados positivos para
a presenca de kDNA de Leishmania spp. (Figura 1): 9% (1/11) dos quirdpteros
eram provenientes do municipio de Guararapes, 6,7% (5/74) do municipio de
Penapolis, 6,7% (3/17) de llha Solteira, 6,25% (1/16) de Pereira Barreto, 5,2%
(2/38) de Birigui e 4,1% (5/121) de Aracatuba, cidades endémicas para
leishmaniose visceral com transmissdo canina e humana (SAO PAULO, 2011).

Quanto a presenca de DNA genémico de Trypanosoma spp., 20% (1/5)
dos quirépteros originarios de Valparaiso eram positivos, 10% (1/10) de
Castilho, 9,1% (1/11) de Panorama, 8,7% (2/23) de Andradina, 7,9% (3/38) de
Birigui, 6,25% (1/16) de Pereira Barreto, 5,4% (4/74) de Penapolis e 3,3%
(4/121) de Aracgatuba.

Nao se observou associacdo significativa entre o municipio de origem
das amostras e o resultado da pesquisa de Leishmania spp. e o resultado da

pesquisa de Trypanosoma spp.
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Tabela 1. Espécies de quirdpteros, habitos alimentares e a positividade para a

presenca de DNA de kinetoplasto de Leishmania spp. ou DNA de Trypanosoma

spp.
Positivos para Leishmania Positivos para Trypanosoma
Caracteristicas dos quirépteros spp- Spp-
Familia Espécie Habito alimentar n (%) baco pele ambos Total bago pele ambos Total
Eumops glaucinus insetivoro 29 (7,73) 2 2
Eumops perotis insetivoro 1(0,27)
Molossidae Molossus molussus insetivoro 75 (20) 1 1 3 3
102
Molussus rufus insetivoro (27,20) 6 1 2 9 6 6
insetivoro e
Noctilionidae Noctilio albiventris piscivoro 7(1,87)
Artibeus jamaicensis frugivoro 32 (8,53)
Artibeus lituratus frugivoro 21 (5,6) 1 1
Artibeus planirostris frugivoro 1(0,27)
Carollia perpicillata frugivoro 23 (6,13) 1 1 1 1
Phyllostomidae Desmodus rotundus hematoéfago 21 (5,6) 2 2
Glossophaga soricina frugivoro 11 (2,93) 1 1 1 1

Phyllostomus hastatus  frugivoro, insetivoro 4 (1,07)

Platyrrhinus lineatus frugivoro 15 (4,0) 2 2

Sturnira liium frugivoro 1(0,27)

Eptesicus furinalis insetivoro 3(0,80) 1 1
Vespertilionidae  Lasiurus blossevillei insetivoro 1(0,27) 1 1

Lasiurus ega insetivoro 9 (2,40)

Myotis nigricans insetivoro 19 (5,07) 1 1 1 1

TOTAL 375 (100) 14 1 2 17 4 13 17
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Figura 1. Localizagdo dos municipios de origem dos quirdpteros, do Estado de
Sao Paulo, Brasil (destacados em verde). Municipios com amostras positivas

para Leishmania spp. (destacados em vermelho).

Diferenciagao das espécies de Leishmania

Por meio das técnicas de “nested”-PCR SSU rDNA que diferencia os
subgéneros L. Leishmania e L. Viannia, oito amostras resultaram em
amplificacao de fragmento de DNA de 439pb, por se tratar de uma regiao de
amplificagdo que apresenta baixo numero de cépias, de 40-200 cédpias por
célula (SCHONIAN et al., 2011) poucos amostras foram positivas com esta
abordagem. Esses fragmentos serdo sequenciados para posterior analise de

diferengas entre suas sequéncias.
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A amplificagado, por PCR, de fragmento de 300-350pb de DNA da regiao
espacgadora interna transcrita (ITS-1) foi positiva em 14 amostras. Apds a
digestto com a enzima Haelll, duas das amostras dos quirdpteros
apresentaram padréo idéntico a Leishmania (L.) chagasi e a Leishmania (L.)
infantum, com fragmentos de 55, 72 e 187pb (Figura 2, amostra 4). Para as
demais amostras, nove apresentaram padrao de Leishmania (L.) amazonensis
com fragmentos digeridos de aproximadamente 140 e 187pb (Figura 2 —
amostras de 2-10).

PM Lb Li Lc 1 Ld La 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 NO

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de
prata. Produtos de amplificagcdo de DNA, por PCR-RFLP. (Lb) — Leishmania
(Viannia) braziliensis (L566 MHOM/BR/1974/M2903); (Li)- Leishmania
(Leishmania)  infantum;  (Lc)- Leishmania  (L.) chagasi  (L579
MHOM/BR/1974/PP75); (1)- Amostra de quiroptero; (Ld)- Leishmania (L.)
donovani; (6)- Leishmania (L.) amazonensis (L575 MHOM/BR/2001/JLM); (2-
13) amostras de morcegos; NO amostra sem DNA. PM marcador de peso

molecular em escada de 50pb.
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DISCUSSAO

Neste estudo observou-se a presenca de KDNA de Leishmania spp. em
4,5% dos quiropteros oriundos da regido urbana do oeste do Estado de Sé&o
Paulo. Savani et al. (2010) detectaram a presenca de DNA de Leishmania spp.
em 3,2% dos morcegos do municipio de Sdo Paulo, porém as amostras eram
predominantemente de areas n&o urbanas.

Os quirdpteros do presente estudo eram provenientes de areas
urbanizadas, porém endémicas para leishmaniose visceral, diferentemente dos
avaliados por Savani et al. (2010), os quais eram predominantemente oriundos
de regides de mata (Serra da Cantareira e Serra do Mar) onde ha raros casos
de leishmaniose tegumentar americana, area n&do endémica para leishmaniose
visceral.

Além da importancia de se detectar a ocorréncia de DNA de Leishmania
spp. nos animais investigados, a identificagcdo das espécies do protozoario é
fundamental para estabelecer a possibilidade de serem hospedeiros da
doenca.

A ocorréncia das espécies de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis em
quirépteros foi observada por Savani et al. (2010) tal qual no presente estudo,
reforcando o fato de albergarem Leishmania spp. €, em maior ocorréncia do
agente causador da leishmaniose cuténea. A presenca de L. (L.) amazonensis
ja havia sido diagnosticada num cao na cidade de Aragatuba-SP (TOLEZANO,
et al., 2007), que confirma a ocorréncia da espécie em questao na regiao.

A presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de pele e baco de
quirépteros difere dos resultados de Rotureau et al. (2006) que analisaram 216
morcegos provenientes de florestas primarias e secundarias na Guiana
Francesa, onde existiam casos de leishmaniose tegumentar e ndo observaram
amplificacdo de DNA de Leishmania spp. Essa diferenca pode estar
relacionada ao gene alvo utilizado para a detecgédo de parasitas, esses autores
utilizaram o gene que codifica para RNA ribossomal, presente em menor

numero de coépias que o DNA de cinetoplasto utilizado. De forma semelhante a
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observada no presente estudo, em que a deteccdo de DNA de Leishmania spp.
na abordagem de diferenciagdo que amplificava a regido do rRNA teve menor
detecgcdo comparada a de amplificagdo da regido do cinetoplasto.

Ja a presenca de Leishmania chagasi em um morcego frugivoro
(Carollia perspicillata), oriundo de area livre de casos de leishmaniose visceral,
mas com alguns casos esporadicos de leishmaniose cuténea, foi observada em
zona de mata da Venezuela (DE LIMA, et al., 2008), o que difere da presente
pesquisa realizada em area endémica urbana para leishmaniose visceral.

Neste estudo, 76,5% dos quirdpteros positivos para Leishmania spp.
eram espécies insetivoras, tal qual observado no estudo de Savani et al.
(2010), tais resultados podem ser devido a viés de amostragem ja que a
maioria dos morcegos avaliados, em ambos estudos, era Molossus molossus e
Molussos rufus, espécies comumente encontradas na regido de Sao Paulo.

As amostras analisadas nesta pesquisa eram originarias de dezenove
municipios, entretanto, a positividade para Leishmania spp. foi observada em
quirépteros de apenas seis municipios (Figura 1), o0s quais s&o
epidemiologicamente classificados como de transmissdo intensa para
leishmaniose visceral, em cades e humanos, nestas seis localidades houve
registros de casos humanos em 2011 (SAO PAULO, 2011). A maior incidéncia
de leishmaniose visceral em humanos nessas localidades pode, de fato, estar
relacionada a deteccdo de morcegos positivos nestes municipios, porém tal
associagao nao pode ser afirmada com o presente estudo, mesmo porque a
maior ocorréncia foi de Leishmania amazonensis, agente causador da
leishmaniose tegumentar.

A ocorréncia de Trypanosoma spp. em 4,5% dos quirdpteros da
presente pesquisa também ja foi relatada por outros autores (BARROS et al.,
2008; BOWER & WOO et al., 1981; MARINKELLE et al., 1976; STEINDEL et
al., 1998). Entretanto, dada a diversidade de espécies observadas em
morcegos, a diferenciacao destas nao foi objeto desta pesquisa. No presente

estudo, a maioria dos quirdpteros era de areas urbanas, a semelhanca dos
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avaliados por Barros et al. (2008) que observaram ocorréncia de Trypanosoma
spp. (25,6%) em morcegos de municipios do Rio de Janeiro.

A co-infecgdo de Leishmania spp. € Trypanosoma spp. observada na
presente pesquisa também foi observada no estudo de Savani et al. (2010),
embora os quirdpteros tenham sido avaliados apenas sorologicamente para
Trypanosoma cruzi naquele estudo.

A evidéncia da presenca de DNA de Leishmania spp. em quirépteros
originarios de regido endémica para leishmaniose visceral no Estado de S&o
Paulo, Brasil, indica que esses animais silvestres e abundantes na natureza
podem ser capazes de albergar Leishmania spp. e podem atuar como
potenciais reservatorios, devido a longevidade e grande capacidade de
dispersao que apresentam, fatores que podem colaborar para a atuacdo como
reservatorios, e assim favorecer a manutencao do ciclo das leishmanioses

nestas areas.

CONCLUSAO

Ha ocorréncia de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis em
morcegos de areas endémicas para leishmaniose visceral. Tal resultado alerta
para o fato de que estes possam ser hospedeiros acidentais ou até mesmo
reservatorios de leishmaniose, podendo contribuir para a manutengéo desta

Zoonose.
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