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INVESTIGACAO DA OCORRENCIA DE Cryptosporidium spp. EM
ESPECIES DE QUIROPTEROS DA CIDADE DE MARINGA, PARANA

RESUMO - Este estudo foi elaborado com o objetivo de investigar a ocorréncia
de Cryptosporidium spp. em quirdpteros da regido sul do Brasil. Cento e
quarenta e sete amostras fecais de morcegos foram colhidas na cidade de
Maringa (PR) e submetidas aos processos de purificacdo para a microscopia e
extragdo de DNA gendmico. A microscopia 6ptica de luz convencional foi
utilizada com o uso da coloracao negativa de verde malaquita para pesquisa de
oocistos de Cryptosporidium spp. e a PCR foi utilizada para a amplificagdo de
fragmentos do gene da subunidade 18S do rRNA na deteccdo de
Cryptosporidium spp. A presenca de Cryptosporidium spp. ndo foi constatada
nas amostras fecais dos morcegos. Esse resultado pode ser considerado bom
no aspecto que 0s morcegos sdo possiveis reservatérios e consequentemente,
dispersores deste patdgeno, sendo estes parques visitados diariamente por um
grande numero de pessoas. Esta é a primeira investigacdo do referido

protozoario em morcegos nesta regido.

Palavras-chave: Criptosporidiose, microscopia, oocisto, quirGpteros, reacao

em cadeia da polimerase



INVESTIGATION OF THE OCCURRENCE OF Cryptosporidium spp. IN
SPECIES OF CHIROPTERY OF THE CITY OF MARINGA, PARANA

ABSTRACT - This study was elaborated with the objective to investigate the
occurrence of Cryptosporidium spp. in chiroptera of southern Brazil. One
hundred and forty-seven fecal samples of bats were collected in the city of
Maringd (PR) and submitted to purification processes for microscopy and
extraction of genomic DNA. Optical microscopy of conventional light with
negative malachite green staining was performed to investigate oocysts of
Cryptosporidium spp. and PCR for the amplification of fragments of the 18S
rRNA subunit gene in the detection of Cryptosporidium spp. This coccidium was
not found in faecal samples of bats. This result can be considered good in the
aspect that bats are possible reservoirs and consequently dispersers of this
pathogen, being these parks visited daily by a large number of people. It is the

first investigation of this protozoan into bats in this region.

Keywords: Chiroptera, cryptosporidiosis, microscopy, oocyst, polymerase

chain reaction
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 O género Cryptosporidium spp.

Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. pertencem ao filo
Apicomplexa, classe Gregarinomorphea, subclasse Cryptogregaria e familia
Cryptosporidiidae (RYAN, 2016). Anteriormente considerados parasitos de
localizac&o intracelular (BARTA; THOMPSON, 2006), atualmente considera-se
que sua localizacao é epicelular (RYAN, 2016).

O ciclo biologico desse protozoario se completa em diferentes tipos de
células epiteliais, como as do trato gastrintestinal, respiratorio e urinario de
diversas espécies de animais vertebrados (KVAC et al., 2016), causando
doenca clinica e subclinica (SANTIN, 2013), podendo ocasionar mortalidade
(CHECKLEY et al., 2015).

Este protozoario foi observado pela primeira vez na mucosa gastrica de
um camundongo, sendo nomeado Cryptosporidium muris (TYZZER, 1907).
Atualmente, ha descricdes de espécies e genoétipos de Cryptosporidium, que
acometem aves, répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo o homem
(HOLUBOVA et al., 2016).

A infeccéo por parasitos do género Cryptosporidium spp. em animais era
considerada rara e, em seres humanos foi descrita como uma infeccéo
oportunista em individuos imunologicamente comprometidos na década de 80.
Desde entdo, este coccideo vem sendo considerado um importante agente
etiologico causador de diarreia em seres humanos imunossuprimidos e
também em alguns animais domésticos e selvagens (XIAO et al., 2004).

A criptosporidiose foi reconhecida como uma grave enfermidade
disseminada por veiculagdo hidrica e alimentar que tem como agravantes a
dificuldade de prevengdo da contaminacdo ambiental e auséncia de terapias
eficazes (DILLINGHAMA et al.,, 2002). Devido a sua estreita relacdo com
condicOes precarias de saneamento basico e a populacdo com baixo poder
aguisitivo, este protozoario foi incluido na Iniciativa das Doencas
Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (SAVIOLI et al.,
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2006). Por nédo existirem dados da prevaléncia anual da enfermidade no
mundo, a quantidade de pessoas infectadas é subestimada (YODER et al.,
2012).

1.1 Classificacdo das Espécies do Género Cryptosporidium spp.

A classificacdo dos parasitos desse género vem sendo padronizada por
meio do uso de métodos moleculares que, conjuntamente com estudos
morfoldgicos, bioldégicos ou de especificidade por hospedeiros auxiliam na
validacdo das espécies descritas (XIAO; CAMA, 2006).

Diversos autores identificaram varias espécies de Cryptosporidium em
diferentes hospedeiros, sendo hoje descritos 29 espécies acometendo
diferentes hospedeiros (Quadro 1).

Alguns genotipos podem apresentar caracteristicas morfoldgicas muito
semelhantes as de espécies ja descritas, porém, diferem em sua composicéo
genética (XIAO et al., 2002) e, por ndao haver informacdes sobre suas

caracteristicas biologicas, ainda ndo foram classificados como espécies.
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Quadro 1- Espécies de Cryptosporidium descritas, seus principais hospedeiros

e sitios de infeccao

Autores Local Principgis Espécies' d'e
Hospedeiros* Cryptosporidium
TYZZER, 1907 EUA Camundongo (E) C. muris
TYZZER, 1910 EUA Roedores, homem (E) C. muris
TYZZER, 1912 EUA Ruminantes, homem (ID) C. parvum
SLAVIN, 1955 Escécia Aves, homem (ID) C. meleagridis
VETTERLING et al., 1971 EUA Cobaio (ID) C. wrairi
BROWNSTEIN et al., 1977 EUA Lagartos, serpentes (E) C. serpentis
ISEKI, 1979 Japéo Felinos, homem (ID) C. felis
CURRENT et al., 1986 EUA Aves (B, C, TR) C. baileyi
Republica -
PAVLASEK et al., 1995 Lagartos (E) C. varanii
Checa
PAVLASEK, 1999 Republica Aves (P) C. gall
LINDSAY et al., 2000 EUA Bovinos (A), homem (ID) C. andersoni
FAYER et al., 2001 EUA Caninos, homem (ID) C. canis
ALVAREZ-PELLITERO, 2002 Espanha Peixes (E) C. molnari
MORGAN-RYAN et al., 2002 Austrélia Humanos (ID) C. hominis
ALVAREZ'P;A‘A‘JTERO etal, Espanha Peixes (ID) C. scophthalmi
RYAN et al., 2004 Australia | S4nos ('D(’l I'DC)B)' homem C. suis
FAYER et al., 2005 EUA Bovinos (D) C. bovis
FAYER et al., 2008 EUA Bovinos (D) C. ryanae
JIRKU et al., 2008 Republica Anfibios (E) C. fragile
Checa
POWER; RYAN, 2008 Australia Canguru gigante (D) C. macropodum
RYAN et al., 2008 Australia Canguru vermelho (D) C. fayeri
FAYER; SANTIN, 2009 EUA Ovinos (D) C. xiaoi
FAYER, 2010 EUA Ruminantes, homem (ID) C. ubigquitum
REN et al., 2012 China Camundongo (ID) C. tyzzeri
KVAC et al., 2013 Republica Suinos (D) C. scrofarum
Checa
KVAC et al., 2014 Republica Ourico (D) C. erinacei
Checa
Ll etal, 2015 EUA Esquilos (D) C. rubeyi
RYAN et al.,, 2015 Austrélia Lebiste (E) C. huwi
HOLUBOVA et al., 2016 Republica Aves (C, I) C. avium
Checa
KVAC et al., 2016 Africa Roedor (E) C. proliferans

*Principais sitios de infeccdo do parasito no hospedeiro: A-abomaso; B-bursa de Fabricius; C-cloaca; E-

estbmago; ID-intestino delgado; 1G-intestino grosso; P-proventriculo; TR-trato respiratério; D-Desconhecido.




20

1.2 Ciclo Biologico

Os parasitos do género Cryptosporidium spp. possuem ciclo de vida
MOoNOXeno euroxeno, com seis estagios de desenvolvimento no hospedeiro,
sendo muito semelhante ao de outros coccidios pertencentes a subordem
Eimeriorina. A infeccdo € composta por: excistagdo dos oocistos, merogonia,
gametogonia, fertilizacdo, formacdo da parede dos oocistos e esporogonia
(XIAO; CAMA, 2006) (Figura 1).

Células do epitélio intestinal

Esporozoitos
®

L =
7 Trofozoitor ~~J% O
Y . )
@ Reinfeccao Merogonia
\ v 3

P S

Ingestio

/ ¢  Esquizonte com 8 merozoitos

Espesso ¥ / o ‘ Ciclo Sexuado
Oocistos Nttt 1 <—__ Macrogametas (2
esporuladas,  ALOIIIECER0. Tns Microgametas (&) __ ) Gametogonia
AT e < e
Fezes \ Delgado By

. /I
Esporogonia

¢

Oocisto j

FIGURA 1- Ciclo bioldgico do género Cryptosporidium spp.
(Fonte: Adaptado de PUTIGNANI; MENCHELLA, 2010).

O ciclo tem inicio com a eliminacdo de oocistos esporulados nas fezes
de animais infectados (DUBEY et al., 1990). Apds ingestdo dos oocistos ocorre

a excistacao, fase em que 0s quatro esporozoitos sao liberados e se aderem a
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superficie das células epiteliais do trato gastrintestinal (RYAN et al., 2016). Os
esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos, iniciando a reproducdo assexuada
ou merogonia (SMITH et al., 2007; XIAO et al., 2004).

Os trofozoitos podem dar origem aos merontes | e Il. Os merozoitos do
tipo | podem dar origem a novos merozoitos do tipo | ou do tipo Il, enquanto
gue os do tipo Il iniciam a fase sexual do ciclo ou gametogonia, quando ocorre
a diferenciacdo em estagios masculinos (microgametas) e femininos
(macrogametas) (SMITH et al., 2007).

Apés fertilizacdo, o magrogameta desenvolve-se em zigoto, podendo
formar oocistos de parede delgada, responsaveis por autoinfecgcéo (capazes de
iniciar um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro) ou entdo 0s oocistos de
parede espessa, 0s quais sdo eliminados nas fezes e sao resistentes as
condicBes ambientais. A esporulacdo dos oocistos ocorre in situ, ou seja, logo
apos sua formacdo, sendo entdo eliminados em sua forma infectante,
potencializando a possibilidade de infeccdo de novos hospedeiros (DUBEY et
al., 1990).

A patogenia deste protozoario estd relacionada com a elevada
quantidade de oocistos excretada por seus hospedeiros de maneira
intermitente, com sua baixa especificidade e diminuta dose infectante (a partir
de 10 oocistos para Cryptosporidium parvum), além de seu tamanho reduzido,
especificidade do hospedeiro e eliminagdo em sua forma esporulada
(DILLINGHAMA et al., 2002; XIAO et al., 2004).

Os oocistos do género Cryptosporidium spp. eliminados no ambiente sé&o
sensiveis a dessecacdo e ao congelamento (FUJINO et al., 2002), mas séo
extremamente resistentes a acdo do cloro utilizado no tratamento de agua
(XIAO et al.,, 2004), podendo permanecer viaveis no ambiente por meses
(ANDERSON, 1985; FAYER et al., 1998).



22

1.3 Importancia em Saude Publica

Surtos de criptosporidiose em humanos ja foram descritos em mais de
90 paises, em seis continentes, principalmente pelo protozoario apresentar alta
infectividade aliada a grande resisténcia em condi¢cdes ambientais (XIAO et al.,
2004).

A importancia do parasito em Saude Publica foi reconhecida a partir do
surto de criptosporidiose ocorrido na cidade de Milwaukee (EUA), em 1993, um
dos maiores da historia, onde 403.000 pessoas apresentaram quadro de
diarreia aguda atribuido a contaminagdo de agua de consumo com 0Ocistos
(MACKENZIE et al., 1994).

A origem dos surtos de criptosporidiose em humanos pode ser tanto por
veiculacdo hidrica quanto por ingestdo de alimentos contaminados. InGmeros
estudos relataram a presenca do parasito do género Cryptosporidium spp.
contaminando a 4gua de rios, lagos e mares e em organismos aquaticos (REID
et al., 2010). Oocistos de Cryptosporidium foram identificados em leite
(GELLETLIE et al., 1997), legumes e vegetais (MONGE; CHINCHILA, 1996;
ORTEGA-MORA et al.,, 1992), alimentos industrializados, como bebidas
(MILLARD et al., 1994) e em moluscos marinhos, como mexilhdes (OLIVEIRA
et al., 2016; PALOS LADEIRO et al., 2014).

As espécies que mais comumente infectam humanos sdo C. parvum e
C. hominis (SMITH et al., 2006), com dois tipos de transmissao: a
antroponotica e a zoondtica. A primeira envolve geralmente C. hominis,
ocorrendo mais em areas urbanas devido a grande densidade populacional,
principalmente pelo contato fecal-oral (LAKE et al.,, 2007). Por sua vez a
zoonotica, mais frequente com C. parvum, esta associada principalmente aos
ruminantes, e ocorre mais em areas rurais (MORGAN et al., 1999a). No Brasil,
algumas espécies com potencial zoonadtico foram relatadas em humanos como
C. canis, C. felis, C. meleagridis e C. parvum (MEIRELES, 2010).

Devido a maior susceptibilidade a infec¢bes parasitarias, incluindo o
Cryptosporidium spp., em humanos imunossuprimidos, a criptosporidiose é

uma importante causa de letalidade e mortalidade, devido a facilidade de
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transmissao e a inexisténcia de um tratamento efetivo (LEAV et al., 2003). Em
criancas e pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida a infeccdo
€ mais importante, ocasionando altas taxas de mortalidade (BRANTLEY et al.,
2003; OSHIRO et al., 2000; PEREIRA et al., 2002).

O estado imune do hospedeiro influencia na evolugéo e na patogenia da
criptosporidiose em humanos, variando de diarreia autolimitante, em individuos
imunocompetentes, a diarreia crbnica em pacientes imunocomprometidos,
podendo resultar em 6bito (ABRAHAMSEN et al., 2004).

1.4 A Ocorréncia em Morcegos

1.4.1 A Ordem Quirdptera

Os quirdpteros sé@o o grupo de mamiferos mais diversificados do mundo
(SIMMONS, 2005) e dividem-se em duas subordens: os Megaquiroptera,
popularmente conhecidos como raposas voadoras devido a similaridade de
suas faces com as das raposas e, 0s Microquiroptera, representados por mais
de 930 espécies, distribuidas por todo o globo, exceto nas regides polares
(SIMMONS, 2005).

Megaquiropteras ndo ocorrem no Brasil e estdo representados por
apenas uma familia Pteropodidae com 150 espécies distribuidas na regido
tropical da Africa, india, sudeste da Asia e Australia (FENTON, 1992).

Microquirépteras habitam todo o territério nacional, ocorrendo na
Amazobnia, no Cerrado, na Mata Atlantica, Pantanal, Nordeste, Pampa Gaucho
e até em areas urbanas (REIS et al., 2007). No Brasil, sdo conhecidas nove
familias, 64 géneros e 167 espécies (REIS et al., 2006) e desempenham um
importante papel no controle biologico em algumas populacbes de insetos,
polinizacdo e dispersao de sementes (MIKICH, 2002).

Apesar da relacdo entre estes mamiferos voadores e a possivel
dispersédo de patdgenos, os maleficios que os mesmos trazem sdo menores
gue os beneficios (REIS et al., 2006).
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A falta de abrigos naturais, decorrente do desmatamento, associada a
seguranca dos ambientes urbanos e a alimentacdo abundante sdo aspectos
gue proporcionaram adaptacdo e a proximidade ao meio urbano (REIS et al.,
2006). Entretanto, a adaptacdo desses individuos ao meio urbano representa
um problema de Saude Publica devido a caréncia de conhecimento sobre a
biota e as endoparasitoses dos microquiropteros (PINHEIRO et al., 2013).

1.4.2 Deteccdo em Quirdpteros

A primeira ocorréncia de parasitos do género Cryptosporidium spp. em
quiropteros foi em Oregon, Estados Unidos da América, em um individuo
macho da espécie Eptesicus fuscus identificado como C. parvum (DUBEY et
al., 1998). No ano seguinte, na Austrdlia, foi relatada outra ocorréncia em um
morcego do género Myotis (MORGAN et al., 1999).

O C. parvum foi identificado também em: Myotis lucifugos, Myotis spp. e
Eptesicus fuscus, em Nova York, sendo a primeira ocorréncia descrita de
Cryptosporidium em Myotis lucifugos, sugerindo a participacdo ativa de
quirépteros do género Myotis como hospedeiros deste protozoario (ZIEGLER et
al., 2007b). No Brasil, ndo ocorrem quirGpteros das espécies M. lucifugos e M.
adversus. Entretanto, nove espécies do género Myotis spp. ocorrem em
territorio brasileiro (NOGUEIRA et al., 2014).

Amostras de C. parvum provenientes de fezes de Eptesicus fuscus
foram amplificadas e identificadas com alta similaridade com as de isolados de
aguas pluviais, sugerindo a contaminacdo ambiental de efluentes por esses
mamiferos voadores e participacado ativa de quirépteros deste género como
hospedeiros e possiveis dispersores deste protozoario (ZIEGLER et al.,
2007a).

Os gendtipos Cryptosporidium Bat | e Bat Il foram identificados nas
espécies Rhinolophus sinicus, Rusettus leschenaultia, Aselliscus stoliczkanus e

Hipposideros fulvus, sendo o gendtipo | com similaridade filogenética ao
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Cryptosporidium canis e, o tipo Il ao Cryptosporidium andersoni e
Cryptosporidium muris (WANG et al., 2013). Importante salientar que o C. canis
e o C. muris ja foram relatados infectando seres humanos (XIAO, 2010).

Alguns estudos identificaram espécies de Cryptosporidium spp. e
gendtipos Bat em megaquirdpteros e microquirépteros em diversos locais
(Quadro 2 e 3).

Quadro 2 - Espécies de Cryptosporidium descritas em microquirépteros em

diversos paises

Autores Local Hospedeiro (Género) Parasito
DUBEY et al., 1998 EUA Eptesicus fuscus
MORGAN et al., _ _
Austrélia Myotis spp. o
1999 Cryptosporidium
_ parvum
Eptesicus fuscus
ZIEGLER et al., Nova
e
2007b York _
Myotis spp.

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. foi observada em micro
quiropteros como Eptesicus fuscus (DUBEY et al., 1998; ZIEGLER et al.,
2007a), Myotis adversus (FAYER, 2004; MORGAN et al., 1999), Myotis spp.
(KVAC et al., 2015) sendo infectados por C. parvum, importante espécie
zoonotica.

Em megaquirépteros dos géneros Rhinolophus spp., Aselliscus spp.;
Pipistrellus spp.; Pteropus spp.; Hipposideros spp. foram identificadas 11
espécies diferentes de Cryptosporidium denominadas genotipos Bat | a Xl
apresentando similaridade filogenética com espécies zoonéticas de
Cryptosporidium spp. (SCHILLER et al., 2016).
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Quadro 3 - Cryptosporidium genaétipos Bat descritos em quiropteros em locais

diversos
Hospedeiros
Autores Local Cryptosporidium
Familia Género
Rhinolophidae Rhinolophus Genotipo Bat I
Hipposideridae Ascelliscus Genotipo Bat I
Provincia de
WANG et al., 2013 Pteropodidae Rousetitus Genotipo Bat 11"
Yunann i — : _ :

Hipposideridae Hipposideros Gendtipo Bat 11"

Pteropodidae Ptenochirus Gendtipo Bat 11"

EUA e Vespertilionidae Eptesicus Genétipo Bat I

KVAC et al_, 2015

Republica Checa | Vespertilionidae | Pipistrellus Genotipo Bat IV

Pteropodidae Eonycteris Gendatipo Bat Vv

MURAKOSHI et o _ :
L 2016 Filipinas Pteropodidae Cynopterus Genotipo Bat VI
Rhinolophidae Rhinolophus Gendatipo Bat VIl
Pteropodidae Pteropus Genotipo Bat VIII
SCHILLER et al_, Pteropodidae Pteropus Genotipo Bat IX

Australia

2016** Pteropodidae Pteropus Gendtipo Bat X
Pteropodidae Pteropus Genotipo Bat X

*gendtipo I: similaridade filogenética ao C. canis e o0 gendétipo II: C. andersoni e C. muris;
**transmissdo de C. hominis de humanos para morcegos em cativeiro.

Na Australia foi relatada a transmissdo de C. hominis de humanos para
morcegos em cativeiro, indicando as raposas voadoras como potenciais
reservatorios de patdgenos zoonéticos importantes em saude publica
(SCHILLER et al., 2016).

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. foi observada em micro
quiropteros como Eptesicus fuscus (DUBEY et al., 1998; ZIEGLER et al.,
2007a), Myotis adversus (FAYER, 2004; MORGAN et al., 1999), Myotis spp.
(KVAC et al., 2015) sendo infectados por C. parvum, importante espécie
zoonotica.

Assim, os quiropteros de modo geral sdo possiveis reservatérios e,
dessa forma, dispersores de Cryptosporidium spp., demonstrando a

necessidade de compreender a relacdo parasito-hospedeiro-ambiente
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1.5 Diagndstico

1.5.1 Deteccao de oocistos

Uma das técnicas mais utilizadas na deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais € o método de centrifugo-flutuagéo
em solucdo de sacarose (CURRENT, 1990). Assim, 0s oocistos desse
protozodrio sao visualizados como corpos brilhantes contendo granulos negros,
quando visualizados em contraste de fase (SRETER; VARGA, 2000).

Outras técnicas microscopicas utilizadas para diagnostico sdo a
coloracdo com verde malaquita (ELLIOT et al., 1999) e a coloracdo de Kinyoun
(MA; SOAVE, 1983).

Os oocistos sao muito pequenos (4-6 um) e possuem pequena variagao
morfolégica ou sdo mesmo idénticos entre as diferentes espécies, sendo de
dificil visualizacdo. Dessa forma, ndo € possivel a definicAo da espécie
somente pela analise morfologica (FALL et al., 2003; FAYER et al., 2000).

1.5.2 Método Molecular

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é o método mais confiavel
de diferenciacdo entre as espécies de Cryptosporidium spp. dentre as técnicas
baseadas em biologia molecular, sendo caracterizada pela alta sensibilidade e
especificidade, seguida de sequenciamento dos fragmentos amplificados,
permitindo a diferenciagdo entre as diferentes espécies de Cryptosporidium
(JEX et al., 2008).

O locus mais utilizado € a subunidade 18S do gene do RNA ribossémico
(18S rRNA), por apresentar menor polimorfismo, evolu¢cdo mais lenta e cinco
copias por genoma, sendo escolhido para o uso em amostras de animais que
possam estar infectados por espécies ou gendtipos ainda nao classificados
(MORGAN et al., 2000; XIAO et al., 1999a; 2000a).
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2 Objetivo

Investigar por técnicas parasitologica e molecular a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em fezes de morcegos capturados em fragmentos

florestais de perimetro urbano no municipio de Maringa, Estado do Parana.
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CAPITULO 2 — INVESTIGACAO DA OCORRENCIA DE Cryptosporidium
spp. EM ESPECIES DE QUIROPTEROS DA CIDADE DE MARINGA,
PARANA

RESUMO: A ocorréncia de Cryptosporidium spp. em MegaquirOptera (raposas
voadoras) foi amplamente relatada. Entretanto, a presenca desse parasito em
MicroquirGptera ainda ndo havia sido investigada no Brasil. Nosso obijetivo foi
investigar a presenca de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de
quirépteros capturados em fragmentos florestais de perimetro urbano do
municipio de Maringa, Parand. Um total de 147 amostras fecais de quinze
espécies de quirépteros, com diferentes habitos alimentares, sexos e
categorias de idade foram obtidas por conveniéncia em fragmentos florestais
de perimetro urbano. Para a identificacdo de Cryptosporidium spp. foi realizado
exame parasitolégico de fezes pela técnica de centrifugo flutuagdo em
sacarose. Em seguida foram realizadas a microscopia Otica de luz
convencional e a PCR, para amplificacdo do fragmento da subunidade do gene
18S rRNA em todas amostras. Cryptosporidium spp. ndo foi encontrado em
nosso estudo. Entretanto, este achado € positivo sendo o primeiro estudo
investigando a ocorréncia deste parasito em area urbana na cidade de Maringa
e, Vvisto que 0s quirdpteros sdo possiveis reservatorios e dessa forma,

dispersores desse protozodrio.

Palavras-chave: Coccidios, quirépteros, reacdo em cadeia da polimerase,

saude publica.
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CHAPTER 2 - INVESTIGATION OF THE OCCURRENCE OF
Cryptosporidium spp. IN SPECIES OF CHIROPTERY OF THE CITY OF
MARINGA, PARANA

ABSTRACT: The occurrence of Cryptosporidium spp. in Megachiroptera (flying
foxes) has been widely reported. However, the presence of this parasite in
Microchiroptera had not yet been investigated in Brazil. Our objective was to
investigate the presence of Cryptosporidium spp. in fecal samples of chiroptera
caught in forest fragments in urban perimeter in the municipality of Maringa,
Parana. A total of 147 faecal samples from fifteen species of chiroptera, with
different eating habits, gender and age categories were obtained for
convenience in forest fragments of urban perimeter. For the identification of
Cryptosporidium spp. parasitological examination of faeces by the centrifugal
flotation technique in sucrose. Then, conventional light optical microscopy and
PCR were performed for amplification of the 18S rRNA gene subunit fragment
in all samples. Cryptosporidium spp. was not found in our study. However, is
the first investigation of the occurrence of this parasite in an urban area in the
city of Maringa and, since the bats are possible reservoirs and, thus, dispersers

of this protozoan.

Keywords: Bats, coccidia, polymerase chain reaction, public health.
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1 Introducéo

O Cryptosporidium spp. € um protozoario que infecta seres humanos,
bem como animais domeésticos e selvagens, sendo incluido pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) na “Iniciativa das Doengas Negligenciadas”, na qual
estdo incluidas enfermidades bacterianas, parasitarias e virais que acometem o
homem (SAVIOLI et al.,, 2006). Os sinais clinicos da criptosporidiose em
humanos variam de acordo com a imunidade do hospedeiro, espécie de
Cryptosporidium spp. e dose infectante, sendo particularmente importante em
pacientes imunocomprometidos, podendo resultar em 6bito (ABRAHAMSEN et
al., 2004). Em criangas, a infeccdo esta associada a episédios de diarreia
prolongada, levando a ma absorcédo e diminui¢do do crescimento (CHECKLEY
et al., 2015).

Vérias espécies de Cryptosporidium também foram relatadas em aves,
répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo quirépteros e humanos (FAYER
et al., 2010; ROBINSON et al., 2010; KVAC et al., 2013; 2014; 2016; LI et al.,
2015; RYAN et al., 2015; HOLUBOVA et al., 2016). Os seres humanos s&o
infectados, principalmente por Cryptosporidium hominis ou por Cryptosporidium
parvum, sendo esse de maior potencial zoonoético (FAYER et al., 2000;
MILLARD et al., 1994; PREISER et al., 2003; SULAIMAN et al., 1998).

A ocorréncia de Cryptosporidium foi descrita em quirdpteros, os quais
sdo divididos em duas subordens: Megaquiréptera e Microquirdptera,
representadas pelas raposas-voadoras (género Pteropus) e morcegos
menores, respectivamente (FENTON, 1992; SIMMONS, 2005). Quase todas as
familias de Microquirdptera sdo encontradas no Brasil e apresentam uma dieta
exclusivamente composta por diversos insetos, incluindo vetores de doencas
aos seres humanos e animais (REIS et al., 2007).

C. parvum teve sua ocorréncia documentada nas duas subordens de
quirépteros: Megaquiréptera e Microquirdptera. O protozoario foi encontrado no
megaquiroptero da espécie Eptesicus fuscus (DUBEY et al.,, 1998) e no
microquiréptero da espécie Myotis adversus (MORGAN et al., 1999), nos EUA

e na Australia, respectivamente.
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Em megaquiropteros foram descritas 11 espécies de Cryptosporidium
gendtipo Bat em dez géneros distintos, sendo alguns destes com transmissao
de Cryptosporidium hominis de humanos para morcegos australianos em
cativeiro. Entretanto, novas pesquisas sobre 0s potenciais impactos e a
ocorréncia de transmissdo de Cryptosporidium spp. S4o necessarias para
compreender melhor as vias de transmissao e impactos na saude para esses
quiropteros (SCHILLER et al., 2016).

Os quirdpteros sdo possiveis reservatérios e dessa forma, dispersores
de Cryptosporidium spp. demonstrando a necessidade de pesquisas para
compreensao da relacao parasito-hospedeiro-ambiente.

Estudos sobre quirdpteros realizados no Estado do Parana demonstram
a riqueza de espécies de microquiropteros nesta regidao (REIS et al., 2000;
2006; 2012; ZANON et al., 2007; GAZARINI et al., 2013).

Assim, em nosso trabalho investigamos a ocorréncia de Cryptosporidium
em amostras fecais de microquirOpteros capturados em fragmentos florestais
de area urbana do municipio de Maringa, Estado do Parana utilizando exame
parasitoldgico de fezes, microscopia e a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) para a deteccédo de Cryptosporidium.

2 Material e Métodos

A colheita das amostras

Um total de 147 amostras de fezes de morcegos de 15 espécies, sexos
e habitos alimentares foi colhido por amostragem por conveniéncia em quatro
fragmentos florestais: Horto Florestal Dr. Luiz Teixeira Mendes, localizado
entre as coordenadas geograficas de 23°26°5”S e 51°57°51”0, altitude de 589
metros e area de 368.300 m?; Parque do Inga, Unidade de Conservacao
urbana, situada na regido central do municipio de Maringa/PR, entre as
coordenadas geograficas 23°25°28’S e 51°55’59” O, com altitude de 557
metros e area de 474.300 m?;, Parque Florestal dos Pioneiros (Bosque II),

localizado na regidao central de Maringa, nas coordenadas geograficas de
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23°25'47"S e 51° 56’30” O, com altitude de 524 metros e area de 594.400 m? e
Parque das Palmeiras, localizado entre a Avenida S&o Judas Tadeu e a rua
Flamboyant, nas coordenadas geograficas de 23°23'08”S e 51°56°21”0, com
altitude de 499 metros e area de 61.434,48 m2.

Os quatro fragmentos florestais estdo localizados na area urbana do
municipio de Maringa, Estado do Parana, localizado na regido sul do Brasil
(Figura 1).

PR-317

0385

@ Hotel Araucaria

PRI v
@El aringé ZQNA 10
ZONA o
4ONA 04

FIGURA 1 Mapa dos fragmentos florestais de perimetro urbano da colheita
das amostras em Maringd, PR: (I) Horto Florestal (II) Parque do Ing3;
(ll) Parque Florestal dos Pioneiros (Bosque IlI) e (IV) Parque das
Palmeiras

As colheitas foram realizadas em expedicdes aos finais de semana (do

crepusculo de sexta-feira ao amanhecer do sabado) (Quadro 1).
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Quadro 1- Colheitas das amostras de acordo com os locais das expedicOes
realizadas em finais de semanas alternados

Sitio de Finais de Semana
Colheita 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Horto
X X
Florestal
Bosque Il X X X
Parque do
Inga
Parque das

Palmeiras

A amostragem dos morcegos foi realizada em doze noites, utilizando-se
oito redes de nylon com 9,0 x 3,0 m, dispostas 30 metros de distancia uma das
outras (GREENHALL; PARADISO, 1968) e a 0,5 m acima do solo, respeitando
os corredores de voo. As redes foram instaladas no crepusculo e recolhidas ao
amanhecer nas quatro areas de colheita, permanecendo armadas por periodos
de 12 horas por noite (ESBERARD; BERGALLO, 2005) e, vistoriadas a cada
meia hora. Por abranger tanto espécies com picos de atividade em torno do
por-do-sol, bem como espécies que apresentam padrdo de atividade diaria
bimodal, préximo do p6r-do-sol e do amanhecer, a colheita com esforco de 12
horas é mais indicada para tais estudos (ESBERARD; BERGALLO, 2005).

Os morcegos capturados foram contidos manualmente e mantidos
confortavelmente em sacos de algoddao até momento da triagem. Estes
permaneciam contidos no maximo 30 minutos para defecarem. Entretanto, se
nao houvesse a eliminacdo de fezes neste tempo, estes eram liberados
(CONCEA, 2016).

Na triagem, foram realizadas a identificacdo da espécie (VIZOTTO,;
TADDEI, 1973; GREGORIN; TADDEI, 2002; MIRANDA et al., 2011) e o arranjo
taxondbmico (GARDNER, 2008), a idade categorizada para cada individuo
(jovem e adulto) (ANTHONY, 1988), além de sexo e peso (Quadro 2).
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Quadro 2- Distribuicdo do niumero de espécies de quirOpteros analisados de
acordo com a taxonomia, idade categorizada, sexo e guildas
(frugivoro, onivoro, herbivoro, piscivoro e insetivoro) preferenciais

Jovens Adultos
Taxonomia M F F Total Guildas
Pre Lac
Subfamilia Stenodermatinae
Artibeus lituratus (Olfers, 1818) 11 24 02 07 44
Artibeus fimbriatus (Gray, 1838) 04 03 01 - 08
Artibeus obscurus (Schinz, 1821) 06 - 01 - 07 i
Artibeus planirostris (Spix, 1823) 02 01 01 - 04 frugivoro
Platyrrhinus lineatus (E. Geoffroy, 1810) - 01 - - 01
Sturnira tildae (de la Torre, 1959) 01 - - - 01
Sturnira lilium (E. Geoffroy, 1810) 11 12 02 05 30
Subfamilia Phyllostominae
Phyllostomus hastatus (Pallas, 1767) 03 01 01 01 06 onivoro
Subfamilia Carolliinae
Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) - 02 - - 02 herbivoro
Familia Noctilionidae
Noctilio leoporinus (Linaeus, 1758) 01 - - - 01 piscivoro
Familia Myotinae
Myotis nigricans (Schinz, 1821) 01 - - 02 03 insetivoro
Myotis ruber (E. Geoffroy, 1806) - 01 - - 01
Familia Molossidae
Molossops  neglectus  (Williams &
Genoways, 1980) o1 ) ) ) ot insetivoro
Molossus molossus (Pallas, 1766) 05 - - 04 09
Molossus rufus (E. Geoffroy, 1805) 06 23 - - 29
15 Espécies 52 68 08 19 147 5

M= macho; F=fémea; Pre= prenhe; Lac= lactante.

Os morcegos capturados foram identificados no dactilopatagio com
pasta branca, utilizando-se uma tatuadora para coelhos. Este procedimento foi
realizado apoOs a colheita das fezes e foi necessario para evitar as recapturas

(amostras repetidas) e estresse. As amostras fecais obtidas foram
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armazenadas em microtubos de 2 mL e conservadas em dicromato de potassio
5%, a 4°C até o momento do processamento.

A nossa pesquisa foi conduzida somente apés a aprovacao pelo Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio (numero: 59440-1)
e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), UNESP, Campus de
Aracatuba (Processo FOA n° 00775-2017). Todos os procedimentos foram
feitos por profissionais treinados que utilizaram equipamentos de protecéo
individual. Todos os procedimentos citados foram realizados no local de

captura dos morcegos.

Processamento e microscopia das amostras

As amostras fecais foram diluidas em agua Milli-Q®, homogeneizadas e
submetidas a centrifugacdo 3.000g/ 10 min para a retirada do dicromato de
potassio 5% em lavagens sucessivas. Na sequéncia, apés descartar o
sobrenadante, uma aliquota foi armazenada em microtubos de 1,5 mL, a -20°C
para extracdo de DNA (acido desoxirribonucleico) e em outra aliquota,
armazenada em microtubos de 2 mL, acrescentou-se solu¢cdo supersaturada
de aclcar, na proporcdo de uma parte de sedimento para trés partes de
solucdo saturada de sacarose, homogeneizando-se e centrifugando-se em
seguida a 1.200g/ 3 min (CURRENT, 1990).

Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante resultante da etapa anterior foi
armazenada em um microtubo de 2 mL, onde adicionou-se 1,5mL de agua
Milli-Q®, homogeneizando-se e centrifugando-se em seguida a 1.200g/ 3 min,
até retirar toda a solucéo de acucar.

Aos sedimentos resultantes foi adicionado dicromato de potassio a 5%,
na propor¢cao de trés partes para uma parte de sedimento e armazenado para
uUSO na microscopia oOtica. Para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.
foi realizada a microscopia otica por meio da coloragcdo com Verde Malaquita
(ELLIOT et al., 1999).
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Processamento e analise molecular

A extracdo de DNA foi realizada com utilizacdo do QlAamp® DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Alemanha) seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.
A técnica molecular foi iniciada ap6s descongelamento do DNA,
acrescentando-se o reagente e colocando as amostras no termomixer digital a
99°C, por 1 hora.

Na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi executada a
amplificacdo de fragmentos do gene da subunidade 18S do rRNA (acido
ribonucleico ribossémico) para a detec¢do de Cryptosporidium spp.

Para amplificacdo de fragmentos do gene da subunidade 18S do rRNA
foi utilizada a técnica de nPCR, com os primers 5 TTC TAG AGC TAA TAC
ATG CG 3 e 5 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’ para a reagao primaria,
com fragmentos de 1325 pares de base (pb) e 5 GGA AGG GTT GTA TTT
ATT AGA TAA AG 3’ e 5 AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3 para a
reacao secundaria (826-840 pb). Para realizacdo das seguintes condicfes de
reacao, foi preparada uma solugao com volume final de 25uL contendo: 2,5 uL
de tampéo para PCR 10 x 2,5 uM MgClI2, 1 U de Taq DNA polimerase, 200 yM
de cada desoxiribonucleotideo, 100 nM de cada primer e 5 pyL de DNA na
reacdo primaria e 2,5 yL na secundaria. As amostras foram submetidas a
desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada
um consistindo em desnaturacdo por 45 segundos a 94° C, 45 segundos de
anelamento a 55°C e 60 segundos de extenséo a 72° C, com extensao final a
72°C por 7 minutos (XIAO et al., 2000).

Para o controle positivo e negativo foram utilizados o DNA gendémico de
C. parvum e agua Milli-Q®, respectivamente. Os fragmentos amplificados foram
submetidos & eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed®

(Biotium) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
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3 Resultados e Discussao

Tanto pela microscopia Otica de luz convencional com a coloragéo
negativa de verde malaquita, quanto pela PCR, ndo constatamos a infeccdo
por Cryptosporidium spp. nas amostras fecais dos morcegos. A negatividade
para esse parasito representa um aspecto positivo considerando que o0s
oocistos de Cryptosporidium spp. quando eliminados nas fezes dos
hospedeiros, podem contaminar aguas superficiais ou de reservatorios
(MACHADO et al., 2006; SMITH et al., 2007), sendo importantes veiculadores
do protozoério, pela possibilidade de atingir um grande contingente de
hospedeiros (LABERGE et al., 1996).

No Brasil, essa foi a primeira vez em que se pesquisou a ocorréncia do
Cryptosporidium spp. em uma grande variedade de espécies de
microquiréptera, com habitos alimentares diversos na regido de Maringa, PR. A
ocorréncia de Cryptosporidium spp. ja havia sido identificada em algumas
espécies de megaquirdptera (WANG et al., 2013; KVAC et al., 2015;
SCHILLER et al., 2016) e microquiroptera (NOGUEIRA et al., 2014) em outros
paises.

Dois exemplares de Myotis spp. foram capturados em nosso estudo.
Morcegos deste género sdo classificados como insetivoros aéreos de florestas
e clareiras (REIS et al., 2007). O C. parvum, importante espécie zoondtica, ja
foi identificado infectando microquirdptera do género Myotis spp. na Austrélia
(MORGAN et al., 1999). Assim, como este microquirdptera ja foi identificado
parasitado por Cryptosporidium spp. zoonoético em outro continente, torna-se
importante a pesquisa desse protozoario em morcegos desse género, que
possuem nove espécies no Brasil (NOGUEIRA et al., 2014).

Em suinos, como em outros mamiferos, foi observada que a eliminagéo
de oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente ndo € continua (MATOS et
al., 2016). Os morcegos apesar de terem sido tatuados, ndo eram identificados
individualmente. Dessa forma, nado foi possivel colher amostras dos mesmos
animais em datas intercaladas. Esta conduta foi realizada levando-se em

consideracdo o bem estar animal, evitando o estresse (CONCEA, 2016).



51

Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que a eliminacado de
oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente por esses animais seja
intermitente.

A negatividade em nossa pesquisa pode estar atrelada a diversos
fatores a serem explorados em estudos futuros. A possibilidade de inibidores
em fezes de morcegos seria um ponto a ser explorado devido a caréncia de
estudos de parasitoses nesses animais. Outro fator importante seria o habito
alimentar dos quirépteros que podem reduzir significativamente a possibilidade

de infeccéo por Cryptosporidium spp.

4 Conclusao

Cryptosporidium spp. ndo foi detectado em nosso estudo. Esse achado &
favoravel, uma vez que o0s quirdpteros sdo possiveis reservatorios e dessa

forma, dispersores desse protozoario.
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