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RESUMO

As leishmanioses sdo protozoonoses causadas
por diferentes espécies do género Leishmania.
Pouco se sabe sobre o papel de algumas
espécies de mamiferos na epidemiologia dessas
doencas. Alguns relatos apontam quirdpteros
como potenciais hospedeiros. Este estudo visa
avaliar a presenca de infec¢do por Leishmania
spp. em  Desmodus rotundus. Métodos
moleculares capazes de identificar fragmentos
de DNA de Leishmania foram empregados para
as analises dos 100 quirdpteros envolvidos neste
estudo. Em 16% das amostras foram detectados
presenga de DNA de Leishmania sp. com a PCR
(Polymerase Chain Reaction) convencional.
Contudo, tal resultado n3o se repetiu quando
avaliadas pela PCR em Tempo Real, aplicada
com finalidade de distingdo das espécies de
Leishmania, o que sugeriu a ocorréncia de
contaminagdo das amostras na analise prévia.
Apesar deste resultado, aspectos
comportamentais ¢ da biologia do D. rotundus
sugerem que eles, assim como outras espécies
de quirépteros, sejam potenciais hospedeiros
destes protozoarios.

Palavras-chave: Leishmania, morcegos, PCR,
quirdpteros, zoonose

SUMMARY

Leishmaniasis are protozoonosis caused by
different Leishmania species. The role of some
wild mammal's species in the epidemiology of
these diseases is not well known. A few studies
point to chiropteran as possible hosts. The aim
of this study was to evaluate the presence of
Leishmania spp. infection in Desmodus
rotundus (vampire bat). Molecular methods
capable of amplifying the DNA of Leishmania
were used to evaluate one hundred chiropters
from this species. In 16% of the samples, the
DNA of Leishmania sp. was detected through
PCR (Polymerase Chain Reaction), in the trial
stage. However, the result was not repeated
when evaluated through Real Time PCR, which
suggested the occurrence of prior sample
contamination. In spite of this result, some
behavioral and biological aspects of D. rotundus
suggest that they, in a similar vein to other bat
species, are potential hosts for these protozoans.

Keywords: bat, Leishmania, PCR, wild
animals, zoonosis
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INTRODUCAO

As leishmanioses estdo listadas pela
Organizacdo Mundial de Satde dentre
as principais zoonoses causadas por
protozoarios. O conhecimento sobre a
participagdo das espécies de mamiferos
no ciclo de transmissdo das Leishmania
sp. ¢ fundamental para o aperfeicoamento
das medidas de controle dessas doencas
(WHO, 2010), uma vez que as medidas
preconizadas, especialmente para a
leishmaniose visceral, ndo apresentam
resultados  satisfatorios (DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006;
QUINNELL & COURTENAY, 2009).
Espécies de mamiferos ainda pouco
estudadas devam estar envolvidas no
ciclo de transmissdo destes parasitos
(QUINNELL & COURTENAY, 2009).
Poucos  estudos  mencionam o
envolvimento de quirdpteros com
espécies do  género  Leishmania
(ROTUREAU et al., 2006; DE LIMA et
al., 2008; SAVANI et al, 2010;
SHAPIRO et al., 2013), apesar da sua
importdncia em  outras  doencas
(WIBBELT et al., 2010), pertencerem a
um dos grupos de mamiferos de maior
abundancia e diversidade de espécies e
estarem presentes em todos os
ecossistemas brasileiros, inclusive em
areas antropizadas (DOS REIS et al.,
2007). Os locais de abrigo dessas
espécies (cavernas, grutas, boeiros e
sotdos), geralmente, sdo 0s mesmos
frequentados por flebotomineos vetores
(SHERLOCK, 1996; DE OLIVEIRA et
al., 2009). O relato de Lampo et al.
(2000) sobre o repasto de Lutzomyia
longipalpis em morcegos realizado
experimentalmente reforca a suspeita da
existéncia de um ciclo de transmissdo
envolvendo esses mamiferos.

O Desmodus rotundus, popularmente
conhecido como morcego vampiro, €
uma espécie hematofaga abundante nas

Américas, com registros de ocorréncia
desde o norte do México ao norte da
Argentina (MARTINS & BATALHA,
2007). E uma das principais espécies de
interesse médico por seu papel na
transmissdo do virus rabico para seres
humanos e animais (DA ROSA et al.,
2006; CARNEIRO et al., 2010). Nas
zonas rurais, costuma formar coldnias
numerosas, pois sua principal fonte de
alimentac¢do sdo os animais de producao
(VILAR et al., 2004).

Considerando que nao ha registro sobre
o envolvimento do D. rotundus na
epidemiologia das leishmanioses, apesar
de fatores comportamentais e biologicos
sugerirem essa possibilidade, o presente
estudo investigou a ocorréncia de
infeccdo por Leishmania spp. em
quirdpteros dessa espécie, capturados
em diferentes municipios do estado da
Bahia, Brasil, todos considerados
endémicos para essas  Zoonoses,
segundo dados da Secretaria Estadual da
Satde do  Estado da  Bahia
(SESAB/SUVISA/DIS/SINAN).

MATERIAL E METODOS

Ao longo das agdes de controle
populacional de morcegos da espécie
Desmodus rotundus, conforme
preconizado pelo Programa de Controle
da Raiva dos Herbivoros (BRASIL,
2009), realizadas entre os meses de
outubro e dezembro de 2012 pela
Agéncia de Defesa Agropecuaria do
Estado da Bahia, foram capturados 126
morcegos da  espécie  Desmodus
rotundus em 16 abrigos: grutas, boeiros
e galerias de aguas pluviais construidas
sob as rodovias de 12 municipios do
estado da Bahia (Figura 1). Os animais
doados para o presente estudo foram
eutanasiados no mesmo dia da
captura, identificados pela chave
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sistematica de Vizotto & Taddei (1973)
e acondicionados a -80° C até realizagdo
das necropsias e coleta de amostras de
figado e bago.

Cerca de 25mg de figado foram
macerados ¢ o DNA extraido com a
utiliza¢do do Purelink® Genomic DNA
Mini Kit, conforme orientagdes do
fabricante. Aproximadamente 75 pL de
DNA eluido foram obtidos de cada
amostra. A qualidade e a concentracao
dos produtos foram avaliadas por
corrida em eletroforese em gel de

agarose (0,8%), utilizando o marcador
de peso molecular (I Kb Plus DNA
Ladder®, Invitrogen) como parametro, e
por espectrofotometria (Thermo Scientific
NanoDrop®  1000), respectivamente.
Amostras com degradacdo aparente
percebida no gel, com concentracao de
DNA inferior a 50 ng/uL e ou com taxas
de pureza fora do intervalo: 1,65 <
260/280 > 1,9 e 1,75 < 260/230 > 2,3,
conforme recomendacdo do manual do
espectrofotometro, foram excluidas.

Legenda
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Figura 1. Municipios nos quais foram realizadas as capturas e o nimero de
espécimes de Desmodus rotundus capturados por municipio. Estado

da Bahia, Brasil

A cada procedimento de extracdo, um
microtubo de 1,5 mL, contendo 75 pL
de 4gua ultrapura para PCR, era deixado
aberto sobre a bancada, como forma de
verificar a possibilidade de contaminagao
dos produtos extraidos por particulas de
DNA de Leishmania provenientes do
ambiente e materiais utilizados. Esses

controles, assim como, todos os
reagentes do kit de extragdo foram
avaliados com a mesma técnica da PCR
empregada na andlise das amostras.

Para avalia¢do da presenca de DNA de
Leishmania spp. nas amostras de figado
foi empregada a PCR, com os primers
descritos por Degrave et al. (1994):
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5'-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3' (150),
5'-CGCCCCTATTTTACACCAACCCC-3' (152) e
5'-GCCCACTATATTACACCAACCCC-3' (152",

capazes de amplificar uma banda de
120pb. O protocolo estabelecido (quadro
1) foi capaz de amplificar trés cepas de
referéncia de L. chagasi (I0OC/L579 —
MHOM/BR/1974/PP75,1ng), L.
amazonensis (10C/575 — IFLA/BR/1967/
PHS,1ng) e L. braziliensis (I0C/L566 —
MHOM/BR/1975/M2903,1 ng).

Foram utilizados para as analises das
amostras um marcador molecular de
100pb, um controle positivo com Ing de
DNA de L. chagasi (cepa - IOC/L579 —
MHOM/BR/1974/PP75) e um controle
negativo (dgua ultrapura para PCR).
Ap0s corrida de eletroforese (100 V, 400
mA, ~55 minutos), os géis de agarose a
2% corados com brometo de -etidio,
foram revelados em fotodocumentador

(BioDocAnalyse® Biometra) e
analisados quanto a presenca de bandas
de 120pb.

Para a obtengdo dos produtos

(amplicons) a serem enviados para o
sequenciamento, optou-se pela extragao
de DNA de amostras de bago dos
morcegos positivos na PCR
(150/152/152). As extragdes foram
feitas com o PureLink® DNA Mini Kit
(Invitrogen), de acordo com o protocolo
do fabricante, com as seguintes
alteragdes: na fase de lise celular, em
criotubo com capacidade de 2mL foram
adicionadas microesferas metalicas,
20uL de proteinase K, 180uL de tampao
de digestdo, juntamente com um
fragmento de aproximadamente 25mg
de baco de cada individuo. Apods
incubagcdo em banho-seco a 55°C, por
30', o material foi macerado por
agitacdo em vortex vertical durante 2',
novamente levado a 55°C/1', seguido de
nova agitacao por 1'. As alteracdes na
fase de purificagdo foram: duas
lavagens com o tampao de lavagem II,

seguidas de centrifugagdes, sendo a
primeira a 10.000g/30” e a segunda a
16.000g/1' com a inser¢ao de um novo
tubo coletor no tubo de filtragdo, para a
remocao total do etanol. O eluato foi
obtido pela adicdo de 55uL do tampao
de eluicdo, previamente aquecido a
72°C. A quantificacgdo do DNA nos
produtos foi feita com o emprego do
fluorémetro Qubit/Invitrogen.

Para a obtengdo do amplicon foi
desenvolvido um protocolo de PCR em
Tempo Real (Figura 2). O par de
primers utilizado foi o HSP 70 - 234
(5'- GGA CGA GAT CGA GCG CAT
GGT -3' e 5'- ACC ATG CGC TCG
ATC TCG TCC -3") (DA GRACA et al.,
2010), capaz de amplificar bandas de
aproximadamente 234 pb. A capacidade
de detecgdo deste protocolo foi avaliada
pela andlise de sete diluicdoes (10x)
seriadas da cepa de referéncia
L. chagasi (I0C/L579 —
MHOM/BR/1974/PP75, 1 ng).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds triagem para averiguacdo da
qualidade restaram para a execucdo do
estudo 100 amostras de DNA de figado
de morcegos.de D. rotundus, cuja analise
realizada pela PCR (150/152/152"
demonstrou que 16% apresentaram
resultado positivo, com a presenga de
bandas de aproximadamente 120pb, em
sua maioria de fraca intensidade.

A baixa intensidade das bandas observada
pode ter sido decorrente  dos
sucessivos e inevitaveis congelamentos e
descongelamentos dos morcegos,
ocorridos antes do processo de extragdo
do DNA. A posteriori, verificou-se que o
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DNA extraido do bago dos morcegos
possuia melhor qualidade do que os
extraidos do figado. Tal fato pode ser
explicado pela maior quantidade de
enzimas digestivas presente neste Orgao.
Para realizacdo do sequenciamento e
identificacdo das espécies de Leishmania,
os produtos da amplificagio foram
obtidos pela utilizagdo das amostras de
DNA de bago dos quirdpteros positivos
na PCR (150/152/152°), por meio da

técnica PCR em Tempo Real (HSP 70 —
234), que demonstrou ser capaz de
detectar DNA de Leishmania em duas das
dez diluicdes do controle positivo
utilizado. No entanto, ndo foi constatada a
presenca de DNA do género Leishmania
em nenhuma das amostras analisadas.
Resultado este que ndo permite afirmar o
envolvimento da espécie D. rotundus na
epidemiologia das leishmanioses no
estado da Bahia.

frn ~ Parametros da
Técnica Reagentes/concentragdes .
termociclagem
Agua ultrapura para PCR - Temperatura Tempo
PCR Tampao (Tris-HCI) Ix 94 °C 2!
(150/152/152" MgCl12 1,5 mM 94 °C I
dNTP 200 uM 65 °C 307
Volume final = 50 Primers (cada) 5 uM 72 °C 30”
uL Platinum® Taq DNA Polimerase 1U 72 °C 5
DNA S HL 35 ciclos
Temperatura Tempo
PCR em Tempo Real |Power SYBR® Green PCR Master o ,
(HSP 70 — 234) Mix Ix 95°C 10
0,04 mg/mL 94 °C 20”
BSA 0.3 uM 61 °C 20"
Volume final = 25 Primer (cada) ’5 L 62 °C 357
uL DNA K
45 ciclos

Figura 2. Protocolos da PCR (150/152) e PCR em Tempo Real (HSP 70 — 234):
reagentes utilizados, concentragdes e parametros da termociclagem

Considerando que na execu¢do da PCR
em Tempo Real foram utilizadas amostras
de bago dos morcegos positivos na PCR,
a diferenca mais relevante entre a
execucao dos dois testes € o fato da PCR
em Tempo Real ter sido realizada em um
laboratorio projetado especialmente para
pesquisas com biologia molecular e mais
bem equipado para esta finalidade. Como
as etapas de pré e po6s PCR foram
executadas em espagos exclusivos,
excluiu-se o risco de contaminagdo, o que
permitiu  revelar que os resultados
anteriores se tratavam de falso-positivos.

O estudo realizado por Rotureau et al.

(2006) na Guiana Francesa também nao
identificou a presenca de Leishmania spp.
no unico exemplar de D. rotundus, bem
como, nas outras espécies de quirdptero
analisadas. No entanto, estudos também
realizados na América Latina registram a
ocorréncia de outras espécies de
quirépteros infectadas por L. chagasi (DE
LIMA et al., 2008), L. chagasi e L.
amazonensis (SAVANI et al., 2010) e
Leishmania braziliensis (SHAPIRO et al.,
2013), apesar de nenhuma delas ser D.
rotundus.

O numero de espécimes avaliados no
presente estudo foi pequeno em relagao

778



Rev. Bras. Sauide Prod. Anim., Salvador, v.15, n.3, p.774-781 jul./set., 2014 http://www.rbspa.ufba.br

ISSN 1519 9940

ao tamanho populacional destes animais
no Brasil (DOS REIS et al., 2007). E, ao
considerar que o numero de casos
humanos das leishmanioses pode variar
em decorréncia de  sazonalidades
(FRANKE et al., 2002; VIANA et al.,
2011) e de surtos  episodicos
(FOLLADOR et al. 1999), verifica-se a a
necessidade de se ter cautela ao analisar o
resultado obtido neste estudo. Nao ¢
apropriado afirmar que o D. rotundus nao
participe do ciclo de transmissdo das
espécies endémicas de Leishmania nos
municipios estudados.

Tendo em vista os relatos de infecgao por
Leishmania spp. em outras espécies de
quirdpteros e observando também que o
D. rotundus ocorre em areas endémicas
das leishmanioses, alimenta-se tanto em
humanos quanto em animais domésticos
(potencialmente infectados) e frequenta
abrigos semelhantes aos descritos para
flebotomineos vetores, ¢ justificavel a
realizagdo de novos estudos a fim de se
investigar o possivel envolvimento dessa
espécie na  epidemiologia  dessas
ZOONOSEs.
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