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RESUMO

A ordem Chiroptera vem ganhando destaque. Pesquisas atuais tem apontado os
morcegos como possiveis reservatorios, para que essa relacdo seja esclarecida é
preciso elucidar o verdadeiro papel dos morcegos no ciclo epidemiolégico das
espécies, entre elas Leishmania. Nesse sentido, € necessario demonstrar a
viabilidade do parasita na interacdo parasita-hospedeiro, uma vez que morcegos
servem como fonte de alimentacdo para Lutzomyia longipalpis o principal vetor de
Leishmania spp. A capacidade de dispersdo dos morcegos e sua longevidade
poderiam facilitar a disseminacéo e persisténcia de diversos parasitas, assim como
Leishmania spp. A fim de tentar esclarecer o papel morcegos como potenciais
hospedeiros de Leishmania spp. objetivamos identificar e isolar Leishmania spp. de
amostras de sangue, pele, baco e figado de quatro espécies de morcegos da familia
Phyllostomidae (Artibeus lituratus, Artibeus planirostris, Carollia perspicillata e
Glossophaga sorcina) em fragmentos florestais da cidade de Campo Grande/MS.
Foram coletados 86 animais, dos quais 13,9% (12/86) foram positivos para KDNA e
regido ITS de Leishmania spp. Todas as 86 amostras de sangue, pele, baco e figado
inoculado In vitro foram negativas para Leishmania spp., assim como as analises de
imprint de baco e figado e esfregaco sanguineo. Nossos resultados mostram que 0s
morcegos de areas urbanas podem ser potenciais reservatérios, porem outras
técnicas precisam ser empregadas para demostrar a viabilidade e o ciclo de vida do
parasita neste possivel hospedeiro.

Chiroptera, morcegos, PCR, Leishmania spp.



ABSTRACT

The Chiroptera order has been gaining prominence. Current research has
pointed out bats as possible reservoirs, so that this relationship is clarified it is
necessary to elucidate the true role of bats in the epidemiological cycle of the
species, among them Leishmania. In this sense, it is necessary to demonstrate
the viability of the parasite in the parasite-host interaction, since bats serve as
the food source for Lutzomyia longipalpis the main vector of Leishmania spp.
The dispersal capacity of bats and their longevity could facilitate the
dissemination and persistence of several parasites, such as Leishmania spp. In
order to try to clarify the role of bats as potential hosts of Leishmania spp. We
aimed to identify and isolate Leishmania spp. Of blood, skin, spleen and liver
samples of four species of bats of the family Phyllostomidae (Artibeus lituratus,
Artibeus planirostris, Carollia perspicillata and Glossophaga sorcina) in forest
fragments of the city of Campo Grande / MS. A total of 86 animals were
collected, of which 13.9% (12/86) were positive for kDNA and ITS region of
Leishmania spp. All 86 in vitro inoculated blood, skin, spleen and liver samples
were negative for Leishmania spp., As well as imprint analyzes of spleen and
liver and blood smear. Our results show that bats from urban areas may be
potential reservoirs, but other techniques need to be employed to demonstrate
the viability and life cycle of the parasite in this possible host.

Chiroptera, bats, PCR, Leishmania spp.



1. INTRODUCAO

No Brasil a ordem Chiroptera é uma das ordens mais investigadas dentre os
outros mamiferos silvestres (BRITO et al., 2009). Estudos recentes tém demostrado a
presenca de diversos patdgenos nos representantes desse mamifero, principalmente
0s tripanossomatideos sendo os géneros Leishmania e Trypanosoma, apontados
como 0s mais estudados na atualidade (ROQUE & JANSES, 2014).

Os primeiros estudos relatando Leishmania spp. em morcegos ocorreram na
década de 70 e 80, mostrando por meio de técnicas soroldgicas a presenca de
anticorpos anti-Leishmania parasito (MUTINGA, 1975; MORSY, 1987). A partir dos
anos 2000 os estudos nessa area foram retomados por meios de técnicas de biologia
molecular e sorologia. Avaliagdes moleculares para deteccéo do parasito em diversos
paises, inclusive no Brasil, com deteccdo de Leishmania amazonensis, L.
braziliensise L. infantum (SAVANI et al., 2010; SHAPIRO et al., 2013; DE OLIVEIRA
et al., 2015).

A grande maioria dos estudos buscou a presenca de DNA do parasita por meio
de ferramentas moleculares, porem essa informacédo nao foi suficiente para incluir
esse mamifero na epidemiologia das leishmanioses (ROQUE & JANSEN, 2014).
Assim, mais ensaios laboratoriais sdo necessarios para demostrar o papel dos

morcegos como reservatorio dessa zoonose (BERZUNZA-CRUZ et al., 2015).

Os morcegos neotropicais sdo capazes de ocupar ambientes urbanos fazendo o
uso de fragmentos florestais e ambientes artificiais, como edificagbes (BREDT et al.,
1998; LIMA et al., 2008; OPREA et al., 2009). Além das condi¢bes ideais, o0s
ambientes urbanos podem fornecer recursos para morcegos com diferentes habitos
alimentares através da abundéncia de plantas e de insetos presentes nestas areas
(REIS et al., 2007).



Embora os morcegos apresentem um papel ecoldgico importante nos centros
urbanos, como dispersores de sementes, polinizadores em remanescentes florestais,
e auxilia no controle de insetos, a aproximacdo desses animais as areas urbanas
pode representar grandes problemas para saude publica (SAZIMA et al., 1994;
PULCHERIO-LEITE., 2008). A capacidade de dispersdo somada a sua longevidade
pode facilitar a dispersao e persisténcia de diversos parasitos (LAMPO et al., 2000),
uma vez que varios organismos patogénicos podem associar a esinteragir com esses

animais.

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada (MAUDIN et al., 2009). O
Estado do Mato Grosso do Sul (MS) € considerada uma area endémica para as
espécies de Leishmania. Esta doenca é uma zoonose classificada basicamente de
por trés formas, a cutanea, a visceral e muco-cutanea, sendo a Leishmaniose visceral
(LV) a mais grave e ocasionada, principalmente, pelo parasito da espécie Leishmania
infantum (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

No Brasil foi registrado em 2014 mais 3.400 casos de Leishmaniose Visceral
(LV). Essa zoonose foi responsavel por 95,2% de todos os casos obtidos em nove
paises da Américas (WHO, 2016). Mato Grosso do Sul € um dos estados brasileiros
com mais casos de LV, registrou mais de 400 registros entre 2014 e 2016 e 28 6bitos,
sendo seis deles s6 no ultimo ano (SINAN, 2017).

Estudos que envolvam a busca por novos hospedeiros reservatorios tornaram-se
necessario a partir de uma perspectiva mais ampla sobre as zoonoses. Vale ressaltar
gue as espécies de Leishmania sdo multi-hospedeiras mantidas por diversas espécies
de mamiferos. A magnitude do problema de saude representada pela leishmaniose
combinado com a complexidade da sua epidemiologia apontam para a urgéncia em
esclarecer varias questbes relacionadas a transmissdo, incluindo o papel de
hospedeiros mamiferos ndo humanos para o desenvolvimento de um controle

estratégico e efetivo.



OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar e isolar Leishmania spp. em morcegos de fragmentos florestais de
Campo Grande/MS.

2.2. Objetivos Especificos

»Isolar os parasitas dos géneros Leishmania de sangue, baco, figado e

pele de morcegos;

» Caracterizar através de parametros morfolégicos e moleculares, os

isolados obtidos a partir de amostras colhidas dos morcegos;



3. Revisao de Literatura

3.1 Aspectos gerais das espécies de Leishmania spp.

3.1.1. Epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca negligenciada segundo a Organiza¢cdo Mundial
de Saude, considerada uma zoonose que possui uma variedade de formas clinicas,
na sua maioria de carater crénico, podendo acometer o homem quando incluso no
ciclo de transmiss&o do parasita (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; ROTUREAU, 2006;
MEDEIROS & ROSELINO, 1999). Esta doenca é uma zoonose endémica em 98
paises distribuidos em cinco continentes, porém € compulséria em apenas 30 deles
(ALVAR et al., 2012; WHO, 2014). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude supde-
se que 350 milhBes de pessoas estdo suscetiveis a contrair a doenca, com cerca de
dois milhdes de novos casos por ano (ALVAR et al., 2012; WHO, 2014).

A doenca é classificada de duas formas clinicas, a leishmaniose tegumentar (LT)
e a leishmaniose visceral (LV) sendo esta forma mais grave, com alteracdes
sistémicas nos o6rgdos relacionados ao sistema imunoldgico do hospedeiro como
baco, figado, medula Ossea, linfonodos e em alguns casos ocasionar alteracdes
cutaneas (MICHALSKY et al., 2002). Dados estatisticos demostram aproximadamente
0,2 a 0,4 milhdes de LV e 0,7 a 1,2 milhdes de casos de LT ocorrem a cada ano no
mundo (CHAPPUIS et al., 2007; ALVAR et al., 2012).

A LV tem uma distribuicdo geografica mais restrita que a LT, porém possui
maiores numeros de mortes, estima-se que 90% dos casos de LV ocorrem em

apenas seis paises, sendo um deles o Brasil (Figura 1). Entre os paises das Américas



o Brasil ganha destaque com o maior nimero de casos, cerca de 3.100 por ano.
Trata-se de uma doenca invariavelmente fatal se ndo tratada e mesmo com
tratamento adequado mantém taxas de letalidade de até 17% (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007; WHO, 2014).

Status of endemicity of visceral leishmaniasis, worldwide, 2013

Countries reported
imported VL cases

Saudi Arabia - 8

Number of new VL cases
reported, 2013

. 1000

N 500-999

EEE 100-499 Bl No sutochthonous cases reported & }
B3 <100 [ Nodata /
o 1 Not applicable

Figura 1: Mapa mundial demonstrando o numero de novos casos de LV
reportado em 2013 (WHO, 2014).

Na década de 1990, mais de 90% dos casos de LV ocorriam na regido Nordeste
do Brasil, contudo a doengca vem se expandindo para as regides Centro-Oeste,
Sudeste e Norte (Figura 2), diminuindo essa porcentagem nos Estados do Nordeste

gue representam atualmente 56% dos casos (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
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Figura 2: Representacdo da distribuicdo espacial dos casos de LV no Brasil,
entre os anos de 1983 a 2006 (fonte: SVS/MS).

No estado de Mato Grosso do Sul entre 2010 a 2016 foram registrados 1.463
casos de LV com 104 obitos sendo seis deles no ultimo anos, ano este que obteve
menor numero de 6bitos desde 2011. S6 em 2016 foram registrados 101 casos de LV
foram confirmados (Figura 3), distribuidos em 21 municipios do estado, Campo
Grande a capital do estado obteve o maior numero de casos (41 casos), seguido por
Trés Lagoas (12), Corumbé (9) e Coxim (7) (SINANA, 2017).

350 330

200 213 N,
e "
\

200
126

150

100

T 16 20 02 12 10 5
2 — e .0

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2018

Fonte: Geréncia Estadual de Zoonoses/ CCW/ SGWVSY SES - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacio
[SINANY
*Dados sujeitos a revisdo (atualizados em 16/01/2017)

Figura 3: Registros de casos e 6bitos por LV no estado de Mato Grosso do Sul,
Fonte: SINAN, 2017.

Em relacdo a LT que corresponde a forma mais disseminada da doenca (Figura
4), até 0 momento sao registrados oficialmente mais de 200.000 casos por ano no
mundo e deste total, 70-75% dos casos ocorrem em dez paises: Afeganistao, Algéria,
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Colémbia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Suddo, Costa Rica e Peru. No Brasil foi
registrado, no periodo entre 2003 e 2012, mais de 250.000 casos, sendo a maioria na
regido Norte com 103.397 casos, 78.188 na Nordeste, 39.173 na Centro-Oeste,
24.306 na Sudeste e 5.639 na Sul (SINAN, 2014).

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis, worldwide, 2013

0000

Figura 4: Distribuicdo mundial das areas endémicas de leishmaniose cuténea,
em 2013 (WHO, 2014).

Nas ultimas duas décadas os casos de LT tem disseminado por quase todos
estados brasileiros, fato esse relacionado a colonizacdo do pais, a expansdo da
doencga assim como o0s surtos que foram comuns na regido Nordeste, e que agora
ocorrem nas regides Sudeste e Centro-Oeste (MARZOCHI, 1992; GONTIJO &
CARVALHO, 2003). Dentre as cinco macrorregides brasileiras, a regido Centro-Oeste
ocupou o terceiro lugar com mais casos de LT, 4.635 casos no ano de 2003,
perdendo apenas para regido Norte e Nordeste, com 14.200 e 8.005 casos ho mesmo
ano respectivamente (BASANO & CAMARGO, 2004).

No estado de Mato Grosso do Sul foram registrados 2.240 casos de LT sendo
gue esse numero vem diminuindo a partir de 2004. De janeiro a dezembro de 2011
foram notificados 112 casos de LT no estado, distribuidos em 42 municipios. O maior
numero de casos desse periodo foi registrado na capital, em Campo Grande com o
total de 14, seguido de Tacuru com sete casos e Amambai com seis casos (BATISTA,

2012).
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3.1.2. Agente etiologico

As leishmanioses sdo ocasionadas pelo protozoario pertencente ao género
Leishmania Ross 1903, ordem Kinetoplastidae familia Trypanosomatidae.O género
Leishmania é composto por 30 espécies que infectam diferentes hospedeiros e dentre
elas 20 sédo patogénicas ao homem (CHANCE, 1985; LAINSON & SHAW, 1987).
Esse género possui dois subgéneros Leishmania e Viannia, que sao classificados de
acordo com sitios de desenvolvimento das formas parasitarias no tubo digestivo do
vetor (LAINSON & SHAW, 1987) (Figura 5).

Taxonomia da Leishmania
Familia I'mypanosomatidae
|
I I T T 1
Leptomonas Blastocrithida Trypanosoma Endotryvpanum
Género Crithidi Herpetomonas Leishmania  Sawroleishmani Phytomonas
|
Subgénero Leishmania Vianmia
|
(f()mp]cx() de espécies ! donovani L. tropica L. major L. aethiopica [. mexicana L brasiliensis L. guyanensis
s L. chagasi L. killick* L. maj L. aethiopica L. amazonensis L. brasiliensis Nio T aemenais
“species atribuido a
L.. donovani ! opicC L. gamhami* L. peruviana
S TS O, Sl Sordatinci um L. panamensis
complexo
A0 nexicana
L. lminson
- -~ ) ensi
*Espécies sobre discussdo ;

Figura 5:Classificacao das espécies de Leishmania (WHO, 2012. Adaptado).

No novo mundo, atualmente sdo conhecidas 11 espécies dermotrépicas de
Leishmania causadoras de doenca em humano e oito espécies descritas somente em
animais. Entretanto, no Brasil sdo conhecidas oito espécies de Leishmania
responsaveis por infectar humanos (Tabela 1), sendo a forma tegumentar (LT)
causada principalmente por L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.
amazonensis enquanto L. (L.) chagasi L. (L.) infantum € a responsavel pela doenca
visceral (LV) (Ministério da saude, 2007). Cada espécie apresenta particularidades
pertinentes as manifestacbes clinicas, a vetores, reservatérios e padroes
epidemiologicos, a distribuicdo geogréfica e até mesmo a resposta terapéutica (VALE
& FURTADO, 2005).



Tabela 1: Subgéneros e espécies de Leishmania, manifestacdes clinicas e
distribuicédo geogréafica.

o Acometimento clinico Distribuicéo
Espécies -
no homem geografica

. _ Vales elevados
L. (V.) peruviana Predominantemente

(VELEZ, 1913) lesdes cutaneas

interandinos e encosta

oeste dos Andes

L. (V.) panamensis _ Ameérica Central e
Predominantemente >
(LAINSON & SHAW, . ~ costa pacifica da
lesdes cutaneas -
1972) Ameérica do Sul

o Rara ocorréncia,
L.(V.) naiffi

provocando lesdes Regido Amazobnica
(LAINSON et al., 1990)

cutaneas

América Central e

L. (L.) amazonensis Lesdes cutaneas e, regides Norte,
(LAINSON & SHAW, eventualmente, cutaneo- Nordeste, Centro-
1972) difusas Oeste e Sudeste do
Brasil
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L. (L.) pifanoi Lesdes cutaneas e,
(MEDINA & ROMERO, eventualmente, cutaneo- Venezuela
1959) difusas

O agente etiolégico da leishmaniose possui duas formas morfologicas distintas
amastigotas e promastigota. As formas amastigotas sdo encontradas nas células do
sistema fagocitario mononuclear (SFM) de hospedeiros vertebrados e as formas
promastigota nos vetores (hospedeiro invertebrado). A forma flagelada do parasito e
infectante, entrando no hospedeiro vertebrado através da picada do vetor através do
refluxo sanguineo (SACKS & PERKINS, 1984; POCAI et al., 1998).

Diante do fato da leishmaniose ter uma ampla diversidade de espécies,
distribuicdo geografica, etiologica e epidemioldgica se torna assim um sério problema
de saude publica. A leishmaniose compromete o sistema fagocitario mononuclear da
pele, baco, figado, medula éssea, linfonodos entres outros 6rgdo relacionado a
resposta imunolégica do hospedeiro (LAINSON & SHAW, 1987).

3.1.3. Vetor

Acredita-se que nas Américas ocorram mais de 56 espécies de flebotomineos
descritos, que atuam na transmissdo de 15 espécies de Leishmania (MAROLI et al.,
2012). Somente no Brasil, cerca de 40 espécies, de oito géneros, sao consideradas
suspeitas ou ja foram relatas como vetores de Leishmania spp. (RANGEL &
LAINSON, 2009), sendo que 19 delas estdo diretamente ligadas com a infeccdo em
humanos. (RANGEL & LAINSON, 2003; SHIMABUKURO, 2007).

As principais espécies vetores do parasita causador de leishmanioses nas
Ameéricas sao Lutzomyia longipalpis (Figura 6), Lu. migonei, Lu. intermedia, Lu.
whitmani e a espécie Lu. cruzi que podem transmitir L. amazonensis e L. infantum em
algumas cidades do estado de Mato Grosso do Sul (LAINSON & SHAW, 1987;
LAINSON & SHAW, 2005, MISSAWA & LIMA, 2006; MISSAWA et al., 2011, DE
OLIVEIRA, et al 2017a, DE OLIVEIRA, et al 2017b;).
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Figura 6: Principal vetor da Leishmania spp. Lutzomya longipalpis (Fonte:
www.vectorbase.org)

Sao insetos holometabdlicos, possuem a fase de ovo, quatro estadios larvarios,
pupa e adulto, cujo ciclo ocorre parcialmente no solo (BRAZIL & BRAZIL, 2003). Apoés
a copula, as fémeas colocam os ovos, em solo umido e enriquecido com minério, e
ocorre a eclosdo das larvas a partir do 7° até o 10° dia. As larvas apresentam quatro
estagios larvais, que realizam-se em um periodo de 20 a 30 dias, passando entdo
para o estagio de pupa, que dura cerca de duas semanas, e por fim o inseto adulto,
com longevidade de até 20 dias (FERRO et al., 1998; BRAZIL & BRAZIL, 2003).

Em geral machos e fémeas se alimentam de acUcar (seiva de plantas, secrecdes
de afideos e néctar) (RANGEL & LAINSON, 2003). As fémeas, além dessa
alimentacao, também sdo hematodfagas, exceto algumas espécies que sao autdgenas,
ou seja, pode ocorrer a maturacdo dos ovos podem ocorrer sem a necessidade da
hematofagia, porém na grande maioria das espécies se faz necessario o sangue para
a maturacdo de seus ovérios, assim fazendo parte do ciclo de transmissdo de
patogenos (FORATTINI et al., 1976; SHERLOCK, 2003)

3.1.4. Ciclo de vida das espécies de Leishmania

A fase promastigota encontrando-se no tubo digestivo do inseto vetor, com as
dimensdes entre 10-20pm de comprimento e 1,5-3,0um de largura, possui um flagelo
gue se origina da bolsa flagelar préxima ao cinetoplasto e que se estende a
extremidade anterior da célula permanecendo-se livre. Durante o processo de
desenvolvimento da forma promastigotas (tubo digestivo do vetor), existem duas
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formas distintas, a prociclica, alongadas e com flagelo mais curto que o corpo celular
e a forma metaciclica. As células passam por um processo de metaciclogeneses, para
originar a forma metaciclica, arredondadas e curtas com o flagelo mais longo que o
corpo celular, ganhando maior mobilidade. A partir desse momento as formas migram
para por¢ao anterior do estdbmago do vetor ocasionando um “bloqueio”, forcando
assim na hora do repasto sanguineo o inseto a regurgitar e infectar o hospedeiro
vertebrado (HOWARD et al., 1987; KILLICK- KENDRICK, 1990).

Em seguida, a forma metaciclica € fagocitada por células do sistema
mononuclear fagocitario presente na pele, posteriormente a forma flagelada do
protozodrio se diferencia na forma amastigota, intracelular obrigatéria, forma que
infecta os hospedeiros vertebrados, se multiplica por divisdo binaria, rompendo a
célula e infectando novas células, continuando o ciclo de multiplicacdo dentro do
hospedeiro (Figura 7) (HANDMAN &BULLEN, 2002; KATO et al., 2010).

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudével
(injetando com sua saliva 9 No organismo os

o protozoarios na forma de pi igota) g sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e ' macrofagos

migram para a faringe
do inseto
Promastigotas se

v

amastigotas dentro de
macrofagos a

Amastigotas se transformam em

promastigotas

Amastigotas se

. ®5 =
; ab-@
L2 09 ks 2 multiplicam dentro da

0] o \ 2 células por divisdo
LI o v binéria (incluindo

a® . -
Ingestdo de células Py macrdfagos) em varios
parasitadas ‘ . tecidos a
Flebotomineo ingere

sangue com macréfagos

= Estégio infecc infectados com
A = Estagio infeccioso amastigotas

Az Fase de diagndstico uu..-uumn.no--
hitp:/Mww.dpd cdc.govidpdx

Figura 7: Ciclo de vida de Leishmania spp. (Fonte: Centers for Disease Control
and Prevention/ CDC).
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3.1.5. Hospedeiros
A grande variacao genotipica das espécies de Leishmania possibilita a infeccao
de diversas espécies de hospedeiros, as quais séo classificadas de acordo com as
caracteristicas epidemioldgicas.

Os hospedeiros primarios ou reservatorios, sdo aqueles que mantém e
transmitem o parasito, hospedeiros secundarios sdo aqueles capazes de transmitir,
porém nao pode manter o parasito, e o hospedeiro acidental ou “the end” que
usualmente néo transmite o parasito (QUINNELL & COURTENAY, 2009).

O papel do ser humano como reservatorio de Leishmania ganha importancia
guando ocorrem grandes surtos epidémicos e nas estacdes chuvosas e guentes,
guando a densidade populacional do vetor aumenta (ASHFORD, 1996). Embora seja
relatado o carater antropofilico de Lu. longipalpis (MISSAWA et al., 2008), a
proximidade de animais domeésticos aos humanos pode ser uma protecao, pois 0s
animais domésticos servem de fonte alternativa de alimentacéo para o flebotomineo
(BERN et al., 2000; ALEXANDER et al., 2002; SINGH et al., 2010)

Os animais domésticos, principalmente os cées, foram tidos como participante
do ciclo epidemioldégico da zoonose (DEANE & DEANE, 1954; DEANE, 1958). Essa
hipotese foi consolidada por diversos estudos que confirmaram Canis familiares (cao
doméstico) como hospedeiros reservatorio, inclusive atuando como elo de ligacédo
entre o ciclo silvestre e domiciliar do parasito (AHFORD et al., 1998; DEREURE et al.,
2003).

Porém, outros animais domésticos também podem apresentar um papel
importante perante a epidemiologia da leishmaniose. Os animais domésticos como
felinos, equinos, bovinos, suinos e caprinos sdo considerados coadjuvantes no ciclo
epidemioldgico das leishmanioses, pois atuam atraindo os vetores para 0 perimetro
peridomiciliar. Estudos realizados em diversas regides do mundo revelam que estes
tiveram contato com o patdgeno, e podem atuar em um papel secundario apenas
atraindo os vetores para o peridomicilio (XIMENES et al., 1999; MORAES-SILVA et
al., 2006).

O ciclo de transmissdo da leishmaniose em animais silvestres ainda € pouco
conhecido, visto as recentes pesquisas realizadas que tem demonstrado novos

possiveis hospedeiros, necessitando um maior conhecimento sobre a participacéo
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desses mamiferos no ciclo epidemiolégico (QUINNELL & COURTENAY, 2009; WHO,
2014).

Diversos inquéritos epidemioldgicos realizados no continente Americano tém
relatados a presenca de Leishmania spp. em mamiferos das ordens como
Marsupialia, Cingulata, Pilosa, Rodentia, Primates, Carnivora e Chiroptera, as quais
algumas ordens sao consideradas como reservatorio para essas zoonose (ROQUE &
JANSEN, 2014).

Diversos critérios sao utilizados para que se possa considerar um reservatorio,
assim tornando a definicdo do animal no ciclo bioldgico da doenca complexa e
particularmente dificil, uma vez que possa estar atuando como um dos Varios tipos de

hospedeiros expostos acima.

3.1.6. Caracteristicas gendmicas

Estudos recentes demonstram o numero de cromossomos que as diversas
espécies de Leishmania possuem. As espécies do novo mundo (L. braziliensis e L.
mexicana) possuem entre 34 a 35 cromossomos, ja as espécies do velho mundo (L.
major, L. infantum), 36 cromossomos (SMITH et al., 2007). As espécies L. major e L.
infantum possuem 33 megabase (Mb) e mais de 8.000 genes identificados (IVENS et
al., 2005; PEACOCK et al., 2007)

Além do DNA nuclear os tripanossomatideos possuem uma rede de DNA,
descrita com cinetoplasto (kDNA) correspondendo entre 15% a 35% do DNA total
celular. O cinetoplasto € uma organela circular com arranjos de cerca de 50
maxicirculos, possuindo de 20 a 35 mil pares de bases (pb), genes que codificam
proteinas mitocondriais para o RNA ribossomal (rRNA), e uma rede de 10 a 20 mil
minicirculos, constituidos por cerca de 500 a 2500pb (Figura 8) (SIMPSON, 1987,
STURM E SIMPSON, 1990; BREWSTER et al., 1998; BREWSTER & BARKER,
2002).
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Figura 8: Micrografia eletronica de cinetoplasto de Leishmania spp. composto
por uma massa de maxicirculos e minicirculos. Fonte: BARKER (1989).

O cinetoplasto de Leishmania spp. possui entre 800 a 1200 pb, entre 600 a 680
bp correspondem a uma regido variavel e o restante (cerca de 100 a 200 pb)
correspondem a uma regido de sequéncias de nucleotideos com padrao conservado
(NOYES et al., 1998; MORALES et al., 2001).Essa regido conservada de KDNA tem
sido alvo de diversos trabalhos para diagndésticos de Leishmania spp. podendo ter
uma deteccdo de alta sensibilidade por meio de ferramentas moleculares (YANG &
ROTHMAN, 2004; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009).

O DNA ribossomal (rDNA) de Leishmania também possui um nimero de copias,
porém é inferior aos niumeros de copias do kDNA e essas regides se localizam dentro
do nucléolo. O genoma nuclear possui de 100 a 500 cdpias do gene rDNA, além de
varias unidades de transcricbes. Uma dessas regibes é um espacador nao
modificante interno, ITS-1 (internal transcribed spacer), também muito usado como
alvo, pois permite a diferenciacdo entre espécies de Leishmania (VAN EYS et al.,
1992; MEREDITH et al., 1993; LEMRANI et al., 2008).

Outro alvo que vem sendo utilizado recentemente para identificacdo de
Leishmania spp. € o gene hsp70 de copia Unica. A regido hsp é codificadora para
uma proteina de choque térmico, que tem importante papel na estabilizacdo e
degradacdo de outras proteinas, secre¢do, localizacdo intracelular, entre outras
funcdes (YOUNG, et al., 2004). Estudos demostras uma regido promissora podendo
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identificar menos de um parasita na reacdo mesmo contendo o DNA do hospedeiro,
conseguindo descriminar algumas espécies de Leishmania (ZAMPIERI, et al. 2016).

O G6PD (Glicose-6-Fosfato Desidrogenase) ¢ um gene de coOpia Unica,
promissor para identificacdo de Leishmania spp. e recentemente esta sendo utilizado
em PCR em tempo real para quantificagao de parasita. Primers derivados desse gene
possuem uma alta especificidade e sensibilidade (CASTILHO, et al., 2008)

3.2. Leishmania spp. em Chiroptera

3.2.1. Historico de identificacdo de Leishmania spp. em morcegos

Em meado da década de 70 houve o primeiro relato de Leishmania spp. em
morcegos. Desde entéo trabalhos tém sido feitos em diversas partes do mundo, local
de grande ocorréncia de leishmaniose, a qual tem um importante papel na saude
publica. Porém, as relacGes parasita/hospedeiro ainda ndo foram esclarecidas até o
momento e o papel desse mamifero na epidemiologia da doenca ainda é incerto,
ganhando apenas o titulo de possivel hospedeiro.

Muitos estudos demonstram a presenca do parasita em sangue e 6rgdo de
predilecdo de Leishmania spp. (MUTINGA, 1975; MORSY, et al.,1987; DE LIMA, et
al., 2008; SAVANI, et al., 2010; SHAPIRO, et al., 2013; BERZUNZA-CRUZ, et
al.,2015; DE OLIVEIRA, et al., 2015; KASSAHUN, et al., 2015).

O primeiro relato descrito na literatura cientifica do parasita Leishmania sp. em
morcegos foi realizado no Quénia por Mutinga (1975), que demostrou a presenca de
L. donovani por meio de microscopia de luz em 2,88% dos animais analisados. Mais
de dez anos depois no Egito, Morsy et al. (1987), encontraram anticorpo anti-
Leishmania em soro de sete morcegos.

Mais de duas décadas depois, De Lima et al. (2008) relataram a presenca de L.
chagasi em 9,09% (1/11) dos espécimes coletados na Venezuela, utilizando as
técnicas de PCR convencional com primers para a regides conservada de kDNA,
hibridizacéao por dot-blot com sondar para L. chagasi, analise com enzima de restricéo
e isolamento in vitro e in vivo.

Dois anos mais tarde em um estudo realizado com morcegos provenientes do

Centro de Controle de Zoonose (CCZ) do Estado de S&o Paulo, Brasil, Savani et al.
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(2010) encontraram DNA de L. amazonensis e L. chagasi em 3,2% dos animais,
utilizando a técnica de PCR e nested-PCR.

Trés anos depois no estado de Mato Grosso do Sul, Shapiro et al. (2013)
identificaram a presenca de L. braziliensis em 40% (2/5) dos morcegos oriundos das
areas urbana e rural. A identificacdo foi realizada por meio de PCR como alvo as
regides ITS-1 e de KDNA.

Recentemente, em estudo realizado em 22 cidades do México, Berzunza-Cruz et
al. (2015) relataram 9,77% (41/420) de morcegos positivos para L. mexicana
utilizando diversas técnicas para confirmacdo do diagndstico. Para a realizagdo da
deteccdo do parasita foi utilizado a técnica de PCR e como alvos foram utilizados as
regioes o de kDNA e 18S rRNA, cultura in vitro e in vivo.

Em 21 cidades do estado de Sédo Paulo (Brasil), De Oliveira et al. (2015)
identificaram Leishmania spp. em 23,9% (117/488) dos morcegos, sendo que 78,3%
foram identificados como L. infantum e 17,4% para L. amazonensis. Ainda foi relatada
coinfeccdo das duas espécies de Leishmania em u(nico individuo (Desmodus
rotundus). Neste estudo foram utilizadas as técnicas de PCR convencional e PCR
guantitativo (QPCR) os alvos as regides de kDNA e ITS-1.

No estudo realizado na Etiopia por Kassahum et al. (2015) também foram
utilizadas as técnicas de PCR convencional e gPCR com alvos para as regifes de
kDNA e ITS-1, detectando 4,9% (8/163) dos morcegos positivos para Leishmania spp.
Duas dessas amostras foram amplificadas e sequenciadas utilizando um fragmento
do gene ITS-1, obtendo a confirmacao de duas espécies: L. tropica e L. major.

No estudo de Rezende et al (2017) foram utilizados as técnicas de PCR
convencional e gPCR com alvos para as regides de Kdna, obteve a presenca de DNA
de Leishmania spp. em 37,5% (30/80) dos animais. Desses 18 foram detectados com
a presenca de DNA de L. infantum por meio de qPCR.

Em suma, temos um total de nove trabalhos realizados e diversas técnicas
utilizadas para investigacéo da relacdo dos morcegos com o protozoario Leishmania
spp. Foram relatadas 56 espécies de morcegos com a presenca de DNA de oito
espécies identificadas L. infantum, L. denovani, L. amazonensis, L. braziliensis, L.
mexicana, L. tropica e L. major, sendo que na grande maioria, foi possivel a
identificagdo ao nivel de género, em cinco paises diferentes e diversas cidades
(Tabela 2).



22

Portanto estas investigacdes sugerem que 0S morcegos tém um papel
importante na epidemiologia das leishmanioses. Acredita-se que eles possam fazer
parte do ciclo epidemiolégico desse parasita e serem responsaveis pela disseminacao
do agente causador da doenca. Porém com estudos realizados até 0 momento nao
permitem confirmar o papel dos morcegos na epidemiologia das leishmanioses. Por
essa razdo, mais ensaios sdo necessarios, a fim de compreender a relagdo entre

Leishmania spp. e 0s morcegos.



Tabela 2: Compilado de pesquisas onde foi constatada a presenca de Leishmania spp. em morcegos.
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o Espécies de Metodolog
Autores Espécies de morcegos . . Local _
Leishmania ia
MUTINGA (1975) L. denovani
N.E. Kenya N.E.
MORSY (1987) _ _ _ _
N.E. Leishmania spp. Egito sorologia
. _ . . _ PCR/ In vitro/
DE LIMA et al (2008) Artibeus jamaicensis L. infantum Venezuela :
In vivo/dot blot
Artibeus planirostris, Cardioderma cor, Carollia _
SAVANI et al. (2010) o _ . _ . L. infantum/ L. _
perspicillata, Carollia sowelli, Choeroniscus godmani, SP, Brasil IFAT/ PCR

Cynomops abrasus

amazonensis
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BERZUNZA-CRUZ et
al. (2015) Pteronotus personatus, Artibeus jamaicensis, Artibeus

lituratus, Dermanura phaeotis, Carollia sowelli,
Choeroniscus godmani, Desmodus rotundus,
Glossophaga commissarisi, Glossophaga soricina,
Leptonycteris curasoae, Phyllostomus discolor, Sturnira
lilium, Sturnira ludovici, Tadarida brasiliensis*

L. (Leishmania)

mexicana

México

PCR, In Vitro*, In

Vivo*



Cardioderma cor, Glauconycteris variegata, Laephotis

wintoni, Micropteropus pusillus, Miniopterus arenarius,

Miniopterus africanus, Mops condylurus, Myotis scotti,

KASSAHUN et al Myotis tricolor, Neoromicia somalica, Neoromicia _ _
_ o o Leishmania spp., L.
(2015) guineenses, Neoromicia nana, Nycteris hispida, ) ) Etiopia
o ) i _ _ tropica, L. major
Nycticeinops schlieffenii, Otomops martiensseni,
Pipistrellus hesperidus, Pipistrellus rusticus, Rhinolophus

fumigatus, Scotoecus hirundo, Scotophilus colias,

Stenonycteris lanosus, Tadarida sp., Triaenops afer.

PCR
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Artibeus planirostris, Artibeus lituratus, Platyrrhinus

DE REZENDE et al lineatus, Carollia perspicillata, Glossophaga soricina, Leishmania spp. L. .
_ _ ) _ MS, Brasil PCR e gPCR
(2017) Platyrrhinus helleri, Phyllostomus discolor infantum

N.E.: Nao especificado; IFAT: teste de imunofluorescéncia anticorpo; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; qPCR: reagao

em cadeia da polimerase quantitativo; RFLP: fragmento de restricdo por polimorfismo.
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2.2. Fragmentacao do cerrado e a quiropterofauna

O Brasil é composto por seis biomas, sendo eles a Amazbnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. Cada um desses ambientes &
representado por diversas peculiaridades, possuindo diferentes faunas e vegetacao
(MMA, 2002). O Cerrado € um bioma que possui fitofisionomias do tipo campestres,
savanicas e florestais (EITEN, 1972). Esse bioma ocupa quase 25% do territorio
brasileiro, com aproximadamente dois milhdes de km? perdendo em tamanho

apenas para o bioma Amazoénico (Figura 9) (IBGE, 2004).

B Eioma Amazénia 49,29%
Bioma Cemado 23,92%

M Bioma Mata Atlantica 13,04%
Bioma Caatinga 9,92%
M Bioma Pampa 2,07%
Bioma Pantanal 1,76%

Area Total Brasl  8.514.877 km2

Figura 9: Biomas Brasileiros (IBGE, 2010).

O Cerrado apresenta sazonalidade de periodo seco (abril a setembro) e
chuvoso (outubro a margo) com precipitacgdo média anual de 1500 mm, as
temperaturas sdo geralmente amenas, variando de 22°C a 27°C (KLINK &
MACHADO, 2005). O relevo tem uma ampla variagdo, que varia de 300 a 1600
metros acima do nivel do mar (RIBEIRO & WALTER, 1998). Possui solo
relativamente pobre para agricultura, porém com altas concentracdes de aluminio e
sdo de caracteristicas acidas (HARIDASAN, 1982; KLINK & MACHADO, 2005)

O Cerrado ocorre nos estados de Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui,
Rondbnia, Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Sdo Paulo

e Distrito Federal, além de pequenos fragmentos nos estados de Amap4a, Roraima e
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Amazonas. No bioma encontram-se as nascentes de trés grandes bacias
hidrograficas da Ameérica do Sul, a bacia do S&o Francisco, Amazoénica/Tocantins, e
Prata, gerando assim uma alta disponibilidade de recursos hidricos para essa regiao
(LIMA & SILVA, 2011).

Porém as mudancas na conformacdo do Cerrado aumentam de forma
acelerada. Essas mudancas podem ser de origens naturais, por eventos
catastroficos, como inundacgdes, deslizamentos de terra, quedas de arvores ou até
mesmo queimada natural (PEARSON & DAWSON, 2003; GOTTSBERGER &
SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 2006).

Também ocorrem por fatores antrépicos, como o crescimento do perimetro
urbano, agropecuaria, mineracao entre outras praticas que necessitam da mudanca
da paisagem natural. As mudancas sdo comuns principalmente quando relacionadas
a agropecuaria (KLINK & MACHADO, 2005) e junto a ela ocorre a reducédo da
biodiversidade nessa area (FRISHKOFF et al., 2014).

Essa conversdes dos habitats ocasionam diversas perdas no bioma modificado
os padrdes de temperatura, precipitacdo (BUSTAMANTE et al., 2012). No Cerrado, a
fragmentacdo chega a perda de 1.400.000 hectares anualmente, sendo considerada
a ultima fronteira agricola do planeta (BORLAUG, 2002; MACHADO et al., 2004,
MMA, 2002). Um estudo realizado por Machado et al. 2005 mostrou por meio de
imagens do satélite MODIS que 55% do bioma foi alterado por acdo antropoldgica.

As alteracGes nesse bioma assim como em qualquer outro habitat, sendo elas
por eventos antropicos ou naturais, afetam positivamente ou negativamente na
fauna local, principalmente dos mamiferos presentes nessas regides (MARTINEZ
MOTA et al., 2008).

A classe Mammalia € representada por 701 espécies inseridas em 243
géneros, 50 familias e 12 ordens no Brasil (PAGLIA et al., 2012). Somente no
Cerrado estima-se que ocorram 200 espécies de mamiferos, e em sua maioria, a
fauna se encontra em matas de galeria e fragmentos florestais (REDFORD &
FONSECA, 1986; AGUIAR, 2000, MARINHO-FILHO et al., 2002).

Dentre as 12 ordens da classe Mammalia, a ordem Chiroptera representa
aproximadamente 25% da mastofauna, em que sdo documentadas nove familias,
sendo elas, Emballonuridae, Furipteridae, Molossidae, Mormoopidae, Natalidae,
Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae e Vespertilionidae, com 68 géneros e

178 espeécies (NOGUEIRA et al., 2014). As nove familias encontradas no Cerrado
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constituem 42 géneros e 103 espécies de morcegos, as quais correspondem a 62%
das espécies de morcegos do Brasil (MARINHO-FILHO, 1996; AGUIAR & ZORTEA,
2008; PAGLIA et al., 2012; REIS et al., 2013).

Os morcegos tém mostrado grande irradiacdo adaptativa desde seu
surgimento, visto a variedade de guildas alimentares observadas para o grupo,
como: onivora, carnivora, frutivora, piscivora, insetivoria e hematéfagos (REIS et al.,
2007). Os quirGpteros possuem importantes papéis nos biomas como a polinizacéo,
a dispersdo de sementes, além de se alimentar de artrépodes participando da
regulacéo natural desses invertebrados (KALKO, 1998; REIS et al., 2007).

Vérios estudos tém avaliado os resultados da urbanizacdo perante as
populacdes de morcegos, 0S quais comprovaram alteracdes quanto aos fatores
relacionados aos niveis de atividade, diversidade, composicdo da comunidade e
problemas reprodutivos (HOURIGAN et al., 2006; JOHNSON et al., 2008; OPREA et
al., 2009; FERREIRA et al., 2010; LINTOTT et al., 2014).

A destruicdo das florestas onde essas espécies ocorrem, tem forcado esses
animais a procurar novas areas, podendo ser fragmentos florestais, parques
ecolégicos ou até mesmo edificagBes. Essas regides urbanas oferecem condi¢cdes
Unicas de recursos levando o aumento da incidéncia de coldénias de morcegos
instaladas no perimetro urbano, demonstrando a aptiddo dos morcegos na obtencéo
de novos ambientes (SAZIMA et al.,1994; BREDT et al.,1998; ESBERARD, 2003;
LIMA & REIS, 2004; REIS et al., 2007; LIMA et al., 2008; OPREA et al., 2009). Este
novo habitat, o0 ambiente urbano, faz com que ocorra associacdo dos quirépteros
com diversos tipos de patégenos, como bactérias, fungos, virus e protozoarios.

Um dos patégenos mais descritos e importantes que infectam os morcegos
sdo os virus, sendo relatado mais de 200 tipos virais isolados dos morcegos,
representando 27 familias de virus (CALISHER, 2015).

Vale a pena ressaltar que um dos virus mais importantes associado aos
morcegos € o da raiva, sendo a principal género Lyssavirus (MORATELLLI &
CALISHER, 2015). Inumeros estudos também demostram a presenca de diversas
bactérias como Bartonella spp., Mycoplasma spp. (MASCARELLI et al.,2014),
fungos Histoplasma capsulatum, Pneumocystis spp., Coccidioides posadasii entre
outros (CORDEIRO et al.,2012; BROOK & DOBSON, 2015).

Atualmente, diversos trabalhos tém relatado a presenca de parasitos em

morcegos, como Babesia canis, Toxoplasma gondii, Trypanossoma spp. e
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Leishmania spp. (COTTONTAIL et al.,2014; MCALLISTER et al., 2014; ROQUE &
JANSEN, 2014).

3.2.3. Parametros para considerar um reservatorio

Para afirmar que os morcegos ou qualquer outro animal silvestre fazem ou nao
parte do ciclo epidemiolégico da leishmaniose é preciso responder alguns critérios,
que caracterizam as espécies reservatérias (WHO, 2014; BERZUNZA-CRUZ et al.,
2015), sendo estes: (a) a viabilidade e sobrevivéncia do protozoario no possivel
hospedeiro e que a infec¢cdo permaneca em tempo habil para que haja o repasso do
vetor transmissor; (b) Disponibilidade do parasita na pele e, ou em sangue periférico
com uma quantidade suficiente para que haja infeccdo dos vetores; (c) as espécies
encontradas no possivel hospedeiro devem ser as mesmas espécies as quais sao
patogénicas ao homem; (d) parasitemia persistente na populagcdo com prevaléncia
superior a 20% da amostra estudada; (e) disponibilidade do vetor e do possivel
hospedeiro no mesmo espaco fisico geografico e temporal (ASHFORD, 1997;
HAYDON et al., 1997; HAYDON et al., 2002; JANSEN & ROQUE, 2010; WHO,
2014).

Estudos realizados anteriormente respondem a alguns desses critérios. Nos
estudos de Shapiro et al. (2013) e Berzunza-Cruz et al., (2015) foram relatadas a
presenca de lesGes cutaneas tipicas das espécies encontradas L. braziliensis e L.
mexicana nos morcegos. Consequentemente, essas lesdes cutaneas podem
disponibilizar maior quantidade do parasita em células do sistema mononuclear
fagocitario na pele e no sangue periférico desses animais. Os mesmos autores
tiveram ainda em sua amostragem uma prevaléncia de morcegos infectados
superior a 20%, ambos os estudos foram realizados em areas endémicas para
leishmaniose.

Lampo et al. (2000) por meio de experimento laboratorial demonstraram que
Lu. Longipalpis realizaram repasto sanguineo em quatro espécies de morcegos,
Pteronotus parnellii (Mormoopidae), Glossophaga longirostris (Phyllostomidae),
Carollia perspicillata (Phyllostomidae) e Myotis oxyotus (Vespertilionidae). Além
disso, trabalhos recentes demonstram flebotomineos infectados com Leishmania
spp. em regides urbanas, periurbanas e areas endémicas de leishmaniose (PITA-
PEREIRA, et al., 2008; SILVA ,et al., 2008; SAVANI, et al., 2009; ACARDI, et al.,
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2010; CUNHA, et al., 2014). Nao podemos descartar a probabilidade dessas areas
com ocorréncia de Lu. longipalpis infectadas ou ndo, a coexisténcia da
quiropterofauna, pois ja foi muito bem descrita a presenca desses mamiferos em
areas urbanas e periurbanas (PULCHERIO-LEITE, et al., 1999; DEUS, et al., 2003;
FERREIRA, et al., 2010).

Evidéncias crescentes intitulam os morcegos como possiveis reservatorios de
Leishmania, e ja é sabido perante a comunidade cientifica que esses mamiferos sdo
considerados reservatorios verdadeiros dos outros Tripanossomatidae (JANSEN &
ROQUE, 2010), como as espécies Trypanosoma cruzi, T. rangeli, T. cruzi
marinkellei, T. dionisii, T. evansi (REY, et al., 2001; LISBOA, et al., 2008; DA SILVA,
et al., 2010; RAMIREZ, et al., 2013; LIMA, et al., 2015).

Nesse contexto, vale ressaltar que a infec¢cdo por de T. cruzi também pode
ocorrer por meio da ingestédo do vetor infectado (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE, et
al., 2015). Visto que temos morcegos que se alimentam de insetos (insetivoras),
devemos cogitar a possibilidade dos morcegos insetivoros e onivoros a infecgéo
transversal e ndo somente de T. cruzi, mas também de Leishmania sp. ja que esses
mamiferos possui em sua dieta insetos aéreos e outros artropodes (WILSON et al.,
1973; FENTON, 1992; HILL & SMITH, 1992).
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O trabalho a seguir foi elaborado segundo as normas da revista cientifica Acta
Tropica.

ARTIGO

Deteccéo de Leishmania spp. por reagcdo em cadeia da polimerase em
morcegos urbanos de Campo Grande, MS, Brasil

Resumo

A leishmaniose é uma importante zoonose causada por protozoarios do género
Leishmania, e sua transmissao ocorre através de vetores como o Lutzomyia
longipalpis. A cidade de Campo Grande/MS €& uma area endémica para essa
zoonose, com mais de 400 casos em humanos entre 2014 e 2016 e 28 6bitos. Os
animais domeésticos sdo 0s principais reservatérios dessa parasita, porém alguns
mamiferos silvestres também podem desenvolver esse papel. Dessa maneira 0s
morcegos estdo sendo apontados como potenciais reservatorios, devido a sua
abundancia em ambientes urbanos e fragmentos florestais, além da sua capacidade
de dispersao, longevidade e ainda o fato do principal vetor (Lu. Longipalpis) fazer
repasto sanguineo em morcegos. Estudos tem demonstrado uma significativa
parcela de morcegos infectados com diversas espécies de Leishmania por meio de
técnicas moleculares. Assim objetivamos identificar e isolar Leishmania spp. em
amostras de sangue, pele, baco e figado de Artibeus lituratus, Artibeus planirostris,
Carollia perspicillata e Glossophaga soricina coletados em trés fragmentos florestais
urbanos de Campo Grande/MS. Foram capturados a amostras de 86 animais, 0s
guais foram submetidos a PCR com primers para regido de kDNA e ITS, dentre os
quais 13,9% (12/86) foram positivos para Leishmania spp. Amostras dos 86 animais
foram submetidas ao isolamento in vitro, as quais todas as amostraram se mostram
negativas, analises de esfregaco sanguineo e de imprint de baco e figado também
foram negativas. Nossos resultados reforcam que os morcegos de areas urbanas
podem ser potenciais reservatérios, porem outras técnicas precisam ser feitas para

demostrar a viabilidade e o ciclo de vida do parasita neste possivel hospedeiro.
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1. Introducéo

A leishmaniose € causada pelo protozodrio da familia Trypanosomatidae do
género Leishmania spp. (Lainson e Shaw, 2005). Lutzomyia longipalpis € o principal
vetor de Leishmania infantum, porem Lu. cruzi que é vetor de L. amazonensis foi
considerada também vetor de L. infantum recentemente em algumas cidades do
estado de Mato Grosso do Sul (MS) (Lainson e Shaw, 2005; De Oliveira et al.,
2017a, 2017b). Mato Grosso do Sul € considerado endémico para Leishmaniose
Visceral (LV) registrou mais de 400 casos em humanos entre 2014 e 2016 e 28
Obitos, sendo seis deles s6 em 2016 (SINAN, 2017).

Além dos humanos outros mamiferos também podem ser infectados com
Leishmania, porem poucas espécies sao consideradas hospedeiros reservatorios e
participar do ciclo de transmissdo (Dantas-Torres, 2007; Luppi et al., 2008). Os
morcegos estdo sendo apontados como potenciais reservatorios de Leishmania
entre as demais ordens de mamiferos, pois € verificada alta prevaléncia de DNA de
Leishmania em vérias espécies de morcegos em locais considerados endémicos
(Mutinga, 1975; Morsy, 1987; De Lima et al., 2008; Savani et al., 2010; Shapiro et
al., 2013; Berzunza-Cruz et al., 2015; De Oliveira et al., 2015; Kassahun et al., 2015;
Da Costa et al., 2015. De Rezende et al., 2017).

Alguns fatores contribuem para que os morcegos sejam considerados como
potenciais reservatérios de Leishmania spp. Primeiramente, a ordem Chiroptera
apresenta grande expressao dentre os mamiferos, sendo a segunda maior ordem da
classe Mammalia e chegando a representar 50% de toda a mastofauna da regido
Neotropical (Patterson et al., 2003). Deve ser considerada ainda a elevada
abundancia de morcegos em areas urbanas e fragmentos florestais urbanos
(Ferreira et al., 2010; Wu et al., 2013; Russo e Ancillotto, 2014). Além de sua
capacidade de voo que permite ultrapassar limites fisicos, aumentando sua area de
forrageio e dispersao (Arita e Fenton, 1997; Bernard e Fenton, 2003; Acila-Cabadilla
et al., 2012).

A ordem é dividida em duas subordens a Megachiroptera composta de
espécies que ocorrem apenas no velho mundo, com espécimes que podem chega a
1,70m de envergadura e os Microchiroptera, que possui uma ampla distribuicéo,

composta por 16 familias, mais de 130 géneros e 760 espécies (Koopman, 1993;



47

Kunz e Pierson, 1994; Taddei, 1996). Em territério brasileiro sdo registradas nove
familias, 68 géneros e 178 espécies de morcegos (Nogueira et al., 2014). O objetivo
do trabalho foi detectar e isolar Leishmania spp. a partir de amostras biologicas de
morcegos coletados em diferentes fragmentos florestais remanescentes de areas

urbanas da cidade de Campo grande, MS.

2. Materiais e métodos

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brasil. As amostras foram coletadas em trés fragmentos florestais urbanos, sendo
eles: Area 1, Instituto S&o Vicente (20 ° 23'08 "S e 54 ° 36'27" O); Area 2, Centro de
Educacdo Ambiental Odilza Fernandes Bittar - CEA Imbirussu (20 ° 26'57,86 "S e 54
° 41'48,91" O) e Area 3, Chacara Coqueiral (20 ° 29'34,16 "S e 54 ° 34'49,05 "O)
(Figural).
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Figura 1: Mapa que ilustra os locais de coleta no Brasil (a) e no estado de Mato
Grosso do Sul destacando o Cerrado. O perimetro da cidade de Campo Grande /

MS mostrando em (b) e as areas de coletas na regidao urbana (*).
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As trés areas se localizam no bioma Cerrado e estdo inclusas no perimetro
urbano de Campo Grande, com clima caracteristico pelas estacfes seca e Umida,
além de composicdo vegetal que varia entre campos limpos com vegetagcao
predominantemente graminea até o cerraddo com arvores de aspecto florestal
(Guimarées et al., 2006). A regido de Campo Grande apresenta temperatura média
de 23,3°C, e uma media de 1579,7 mm de precipitacdo anual (Mendonga, 2007).

A érea 1, possui cerca 190 hectares, com aproximadamente 20 hectares como
Area de Protecdo Permanente (Urbieta et al., 2014), possui ainda dentro dessas
area moradias, e ainda ocorre criacdo de ovinos, caprinos, equinos e bovinos, e
criacdo de peixes regionais (Martins et al., 2014). Area 2 é uma area de preservacéo
permanente (APP), na regido Imbirussu, a qual preserva no seu interior o corrego
Imbirussu (SEMADUR, 2017). A area 3, € uma chéacara particular localizada na
regido Bandeira, possui APP e ja foi destina para criacdo de gado. Ambas as areas

foi notado a presenca de recursos como Urticaceae e Piperacea.

2.2. Coleta dos animais

Para este estudo foram selecionadas quatro espécies (Artibeus lituratus,
Artibeus planirostris, Carollia perspicillata e Glossophaga soricina). Com base na sua
abundancia registrada no municipio de Campo Grande (CG), abundancia de cada
espécie previamente conhecida para os trés fragmentos e conhecimento da
ocorréncia Leishmania spp. (Ferreira et al., 2010; Roque e Jansen, 2014; Berzunza-
Cruz et al.,, 2015; De Rezende et al.,, 2017). Os espécimes coletados foram
identificados de acordo com a chave de identificacéo de Vizotto e Taddei (1973) e

as atualizacfes apresentadas por Reis et al. (2007).

Os animais foram capturados com redes de neblina de 12,0m x 2,5m e 5,0m x
2,5m, que ficaram abertas durante seis horas por noite e verificadas em intervalos
de 20 minutos. O esforco amostral total foi de 7.560h.m?, calculada de acordo com
Straube e Bianconi (2002). Os individuos das espécies selecionadas foram
armazenados individualmente em sacos de pano para diminuir o estresse onde

permaneceram até serem processados em laboratério.
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2.3. Necropsia

No laboratério os animais foram anestesiados com 10uL de solugcédo anestésica
[90pI de cetamina (10%) e 10pl de acepram (0,2%)] para cada 10g de peso animal, e
mantido em posicdo supina. Em seguida, foi realizada a higienizacdo com sabao
liquido antibacteriano, alcool iodado e &lcool a 70%, sendo repetidas trés vezes com
cada solucao e a tricotomia da regido abdominal e a puncao cardiaca foi realizada.
O sangue foi acondicionado em tubos contendo EDTA com aproximadamente 1mL e
a outra parcela foi inoculada em meio de cultura para o procedimento de cultivo in
vitro em meio de cultura especifico para isolamento de espécies Leishmania, em
tubos contendo 2mL da fase solida (Novy, MacNeal e Nicolle) e 0,5mL meio de

cultura Schneider (Vitrocell®).

As amostras de tecidos foram realizadas removendo dois fragmentos de pele,
baco e figado. Cada 6rgao teve um fragmento armazenado em solucéo salina (8,5 g
de NaCl, 1 ml de penicilina/streptomicina, g.s.p. de 1L agua destilada) e outro foi
armazenado em ultrafreezer a -84 °C para posterior extracdo de DNA. A coleta de
material foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA) e pelo Instituto Chico Mendes (ICMBio) sob o numero de
licenca 48687-1 e pelo CEUA/UCDB sob o protocolo n° 010/201548687-1.

2.4. Isolamento in vitro de Leishmania

As amostras submetidas ao isolamento in vitro, foram armazenadas por 24h a -
20 °C em solucéo salina, ap6s esse periodo o fragmento foi transferido para o meio
de cultura especifico para isolamento de espécies Leishmania, em tubos contendo
2mL da fase solida (Novy, MacNeal e Nicolle) e 0,5mL meio de cultura Schneider
(Vitrocell®). As amostras devidamente identificadas foram enviadas ao Laboratério

de Biologia de Trypanosomatideo do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ / RJ.

2.5. Esfregaco sanguineo e imprint de 0rgaos
O esfregaco de sangue foi realizado de acordo com Neitz e Thomas (1938) e
as impressoes teciduais de baco e figado, realizadas de acordo com Molinaro et al.

(2010). As laminas foram fixadas com metanol (alcool metilico PA - Merck ®)
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coradas com Giemsa e observadas por microscopio luz (Leitz Wetzalar - Dialux 20
EB) com objetiva ocular (10X) e imersdo (100X), para a possivel observagcdo de

formas de Leishmania.

2.6. Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbémico foi extraido a partir de 400 uL de sangue seguindo o
protocolo de Sambrook e Russel (2001) utilizando fenol-cloroformio. Para as
amostras de pele, baco e figado, foi utilizado o protocolo descrito por Biaseet al.
(2002), o DNA foi quantificado por espectrofotdmetro Bio Drop DUO (Biodrop®),

2.7. PCR de KDNA de Leishmania spp.

Para a amplificacdo do DNA alvo da regido de cinetoplasto de Leishmania spp.,
foram utilizados o par de primer descrito por Schubach et al. (1998) A/LL:
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA e B/L2: GGCCCACTATATTACACCAACCCC, que
delimita um fragmento de 120pb. A reacdo foi realizada em termociclador
TermocicladorGeneAmp PCR System (Thermo Fisher Scientific®), com um volume
final de 50uL, contendo 1,5 mM MgCI2, 10 mM Tris—HCI (pH 8,3), 0,5 mM de cada
Desoxirribonucleotideo, 5 pmol/uL de cada primer, 1,25 U Taq DNA polimerase
(Invitrogen®Carlsbad,CA, USA) e 5 uL de DNA a 150ng.

A termociclagem foi realizada com um ciclo inicial de 94°C/5min; 30 ciclos de
94°C/1 min.; 65°C/1min; 72°C/1min e um ciclo final de 72°C/5min. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese a 130V por uma hora em gel de
agarose a 2,0%, o qual foi corado com brometo de etidio e visualizado em
transluminador sob a luz ultravioleta. Como controle positivo da reacdo de PCR foi
utilizado DNA de Leishmania spp., e para o controle negativo foi usado apenas agua

ultra-pura.

2.8. PCR daregido ITS de Leishmania spp.
Para a amplificacdo da regido alvo do DNA regiao ITS, regido do DNA

ribossomal de Leishmania spp. foi utilizado o par de primer descrito por Schonian et
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al. (2003) LITRS: CTGGATCATTTTCCGATC e L5.8S:
TGATACCACTTATCGCACTT que amplifica um fragmento de 350pb . A reacéo foi
realizada com um volume final de 25uL, contendo 1 mM MgCI2, 10 mM Tris—HCI (pH
8,3), 0,2 mM de cada Desoxirribonucleotideo, 5 pmol/uL de cada primer, 1U Taq
DNA polimerase (Invitrogen®Carlsbad,CA, USA) e 5 puL de DNA a 100 ng/pL.

A termociclagem foi realizado noTermociclador Gene Amp PCR System
(Thermo Fisher Scientific®), com um ciclo inicial de 94°C/5min; 35 ciclos de 94°C/30
seg.; 53°C/1min; 72°C/1lmin e um ciclo final de 72°C/Smin. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese a 130V por uma hora em gel de
agarose a 2%, o qual foi corado com brometo de etidio e visualizado em
transluminador sob a luz ultravioleta. Como controle positivo da reacdo de PCR foi
utilizado DNA de Leishmania spp., e para o controle negativo foi usado apenas agua

ultra-pura.

3. Resultados

Foi coletado um total de 86 morcegos pertencentes a quatro espécies da
familia Phyllostomidae. Destes 27 animais foram coletados no Instituto S&o Vicente
(area 1), 29 animais no Centro de Educacdao Ambiental Odilza Fernandes Bittar -

CEA Imbirussu (&rea 2) e 30 animais na Chacara Coqueiral (area 3) (tabela 1).

Tabela 1: Numero de espécimes coletadas nas trés areas, total por espécie e

area e quantidade de animais adultos e jovens, e macho e fémea.

Area de coleta E.R. Sexo
Espécies 1 2 3 Total J A M F
A. lituratus 12 7 4 23 4 19 15 8
A. planirrostris 12 12 10 34 11 23 24 10
C. perspicillata 2 8 11 21 5 16 17 4
G. soricina 1 2 5 8 8 7 1
Total 27 29 30 86 20 66 63 23

Estagio reprodutivo (E.R.), jovem (J), adulto (A), macho (M), fémea (F)

Nos esfregagos sanguineos e imprint ndo foram observados nem uma forma de
Leishmania. No isolamento in vitro das amostras de sangue, pele, baco e figado,
nao foi possivel isolar o parasita Leishmania. Foi extraido DNA das amostras

bioldgicas, que obteve em média a concentracdo de 128,12ng/uL em amostras de
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sangue, 12.138ng/uL em pele, 870,33ng/pL em amostras de figado e 631,63ng/uL
baco.

O DNA extraido foi submetido a PCR utilizando o par de primer da regido kDNA
0 qual observou-se a presenca de DNA de Leishmania spp. em 13,9% (12/86)
animais. Os animais positivos para kDNA foram submetidos posteriormente a PCR

com primers de regido ITS (350pb) (Figura 2).
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Figura 2: Géis de agarose 2% corados com brometo de etidio, Em (A) gel
referente a PCR com primers kDNA (120pb), em (B) gel de PCR utilizando primers
ITS (350pb). A linha 1 (A e B) corresponde ao marcador 1kb plus DNA landder
(invitrogem). As amostras aqui avaliadas correspondem a DNA extraido de figado, 2
ao 19 (A) e 2 ao 10 (B), as linhas 20 (A) e 11 (B) corresponde a DNA de L. infantum
e as linhas 21 (A) e 12 (B) controle negativo (agua ultrapura).

Dos 12 animais positivos sete foram da espécie A. planirostris, trés C.
perspicillata e dois G. soricina. Um animal da espécie A. planirostris foi positivo nas
amostras de DNA de pele, bago e figado. Esse animal foi coletado no Centro de

Educacdo Ambiental Odilza Fernandes Bittar - CEA Imbirussu (area 2). Outros trés
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A. planirostris também dessa area foram positivos para as amostras de baco e
figado e um C. perspicillata e um G. soricina foram positivos em amostras de pele e
figado. Na chacara Coqueiral (area 3) apenas um A. planirostris foi positivo em
amostras de baco e figado e outros trés animais foram positivos em apenas figado
ou pele. Dos animais coletados no Instituto Sao Vicente (area 1) apenas C.

perspicillata foi positivo na amostra de pele (tabela 2).

Tabela 2: Morcegos positivos para Leishmania spp, na PCR (reagdo em cadeia
da polimerase) com primers de regido ITS e kDNA e respectivos érgao onde foram
detectados.

Espécies de Habito ) )
_ Area Pele Bago Figado P/F B/F P/B/F nPInT %
morcegos alimentar

A. lituratus Frugivoros - 0 0 0 0 0 0 0/12 0.0
A. planirostris  Frugivoros 2e3 2 0 1 0 3 1 7/34  58.3
C. perspicillata  Frugivoros le2 1 0 1 0 1 0 3/21  35.0
G. soricina Nectarivoros 2 0 0 0 1 1 0 2/8 16.6
Total 3 0 2 1 5 1 12/86 100%

Pele e figado (P/F); baco e figado (B/F); pele, baco e figado (P/B/F); nUmeros

de animais positivos e nimeros de animais coletados (nP/nT)

4. Discusséao

Com este estudo obteve-se a primeira deteccdo simultdnea em trés 6rgaos
(pele, baco e figado) de Leishmania spp. em A. planirostris. Também foi detectado o
parasita em amostras de baco e figado em outros seis animais e dois animais com a

presenca simultanea do parasita na pele e figado.

As técnicas parasitoloégicas como esfregaco sanguineo, imprint e isolamento in
vitro, foram negativas nesse estudo. Provavelmente as amostras possuiam uma
baixa parasitemia ou algum parametro ndo tornou eficaz a multiplicagdo do parasita
in vitro. De acordo com Maia e Campino (2008) essas técnicas sado consideradas
testes de exceléncia, porém depende muito do grau de parasitemia do animal, uma
vez que o isolamento em cultura tem uma sensibilidade baixa de 20 a 40%
(Rodriguez et al., 1994).
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Assim como nosso trabalho, diversos estudos tém relatado por meio de
técnicas parasitolégicas e principalmente técnicas moleculares a presenca de
Leishmania em varias espécies de morcegos (Savani et al., 2010; Shapiro et al.,
2013; Berzunza-Cruz et al., 2015; De Oliveira et al., 2015; Kassahun et al., 2015; Da
Costa et al., 2015). Em algumas delas foram usadas regides ITS para identificacao
do parasita, assim como em nosso estudo (Shapiro et al., 2013; Kassahun et al.,
2015; De Oliveira et al., 2015).

No trabalho De Rezende et al (2017) observou-se a presenca de Leishmania
spp. e L. infantum em 37.5% (30/80) morcegos coletados nas mesmas areas
urbanas do presente estudo, porém foi observada uma reducédo na prevaléncia de
animais infectados com Leishmania spp. para 13.9% (12/86). Coincidentemente
essa reducdo também foi observada em casos registrados em humanos conforme
os dados de SINAN (2017) que de 2012 a 2014, época de coleta do estudo de De
Rezende et al (2017), teve 749 casos, e de 2015 a 2016, data do presente estudo,

caiu para 227 casos, tendo uma reducéo de 30.3% de casos.

Estudos tem demostrado a presenca de Lu. Longipalpis em areas urbanas de
Campo Grande/MS (Oliveira et al., 2003; Almeida et al., 2013; Cunha et al., 2014),
como no trabalho de Dorval et al (2016) que relatou a presenca de Lu. Longipalpis
se alimentando de camundongos expostos em uma regido proxima a Chéacara
Coqueiral (area 1), local este de coleta do nosso estudo o qual obteve quatro

animais positivos para Leishmania spp.

Cunha et al (2014) identificou Lu. Longipalpis infectados, nas mesmas trés
regibes a qual coletamos. Além disso, os morcegos também podem ser fontes de
alimento para o Lu. Longipalpis, como foi demostrado por Lampo et al (2000), essas

evidencias podem estar associados aos morcegos infectados.

Dentre os mamiferos silvestres o Didelphis albiventris € considerado um
reservatorio de Leishmania assintomatico (Lainsos et al.,, 1981), esse animal é
facilmente encontrado em ambientes periurbanos e ate mesmo em abrigos
domésticos, assim como os morcegos. Humberg et al (2012) detectou 20.3% dos
gambas coletados em ambiente urbano de Campo Grande /MS infectados com

Leishmania spp. sugerindo que os gambas tem relacdo aos casos humanos de LV.
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Outra relacdo poderia ser na presenca desses animais infectados em fragmentos
florestais urbanos podendo levar a possivel infeccdo dos morcegos nessas areas.

5. Concluséo

N&o foi possivel isolar Leishmania spp. In vitro em amostras biolégicas de
morcegos, também néo foi observado nem uma forma de Leishmania nos imprint e
nos esfregacos sanguineos, porém foi identificado em amostras de pele, baco e
figado DNA de Leishmania spp. em morcegos coletados na regido urbana de Campo
Grande.

Todos esses fatos quando associados, pode reforcar a hipotese que os
morcegos sao reservatorio de Leishmania, entretanto ate o0 momento podemos
afirmar que esse mamifero silvestre € um possivel reservatério. Para confirmacéo
dessa hipotese, novos estudos sdo necessarios a fim de demonstrar como esse
parasita age nesse mamifero e qual a participacdo do mesmo na epidemiologia das

leishmanioses.
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.
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Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
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journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/acta-tropica

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr.,, W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
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Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S,,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13.03.03).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size
of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please
visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print
version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions
of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that give them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.
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For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief
website. Please use this template to write your Data in Brief.

Transparency

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
If your data is unavailable to access or unsuitable to post, this gives you the opportunity to indicate
why. If you submit this form with your manuscript as a supplementary file, the statement will appear
next to your published article on ScienceDirect.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by providing
KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files can be uploaded
in our online submission system. KML is an XML schema for expressing geographic annotation and
visualization within Internet-based Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the
submitted KML files and include these in the article when published online. Submitted KML files will
also be available for downloading from your online article on ScienceDirect. More information.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
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If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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Summary

The multihost parasites Leishmania spp. infect a broad range of wild mammalian
species including bats. Several species of bats have adapted to a variety of food
resources and shelters in urban areas. This study aimed to detect Leishmania spp.
DNA in bats present in forest fragments located in metropolitan areas endemic for
leishmaniasis in Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS), Brazil. Blood samples
were obtained from 80 individuals, including eight species of Phyllostomidae and
one species of Vespertilionidae. Thirty of the 80 bats were positive for Leishmania
spp. using conventional PCR, all belonging to the family Phyllostomidae. Eighteen
samples tested by real-time PCR (qPCR) using specific primers for the kDNA of
Leishmania infantum were positive. To the best of our knowledge, this is the first
report detecting Leishmania spp. in Platyrrhinus incarum in addition to being the
first reported detection of L. infantum in the bat species Phyllostomus discolor,
Platyrrhinus lineatus, Artibeus planirostris and Artibeus lituratus. Our results show
that bats can host Leishmania spp. in areas endemic for leishmaniasis, which must
be taken into account in disease control operations by public health authorities.

phagocyte system (Malta et al., 2010). These digenetic pro-
tozoans present a complex life cycle involving vectors such

Bats (Mammalia, Chiroptera) constitute the second largest
group of mammals, with approximately 1120 species docu-
mented across several continents and biomes. Brazil has
nine families of bats, comprising 68 genera and 178 species,
with 103 species inhabiting the Cerrado biome (IUCN,
2010; Nogueira et al., 2014). Some species of bats can adapt
their feeding behaviours, surviving in forest fragments and
sheltering in close proximity to cities (Silva et al., 1996;
Oprea et al., 2009). Bats have important ecosystem func-
tions owing to their roles as seed dispersers, pollinators and
insect controllers. However, bats in urban areas can har-
bour and possibly transmit Leishmania spp., thereby acting
as reservoir hosts (Lampo et al., 2000; Milldn et al., 2014).
Leishmaniasis is caused by Leishmania species, which are
obligate parasites of the

intracellular mononuclear

© 2017 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

as phlebotomine sand flies and several mammalian reser-
voir species, which vary according to ecological conditions
(WHO, 2010).

While the most important aetiological agents of human
leishmaniasis in the Americas include Leishmania infantum,
Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis and Leish-
mania mexicana, human visceral leishmaniasis (HVL),
caused by L. infantum, has been reported as a particularly
important emerging disease in South America (Alvar et al.,
2012). More than 200 000 cases of HVL are estimated to
occur worldwide each year, with more than 90% of cases
concentrated in six countries, including Brazil, which has
an average of 3118 annual cases of HVL (WHO, 2014).
HVL is a severe chronic disease, currently reported in the
urban and outlying areas of Campo Grande (CG), which is
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the capital of the state of Mato Grosso do Sul (MS) in Bra-
zil (Batista et al., 2012). Over the past 5 years, hundreds of
people and thousands of dogs have been reportedly infected
by L. infantum in CG (SINAN/MS, 2012).

Dogs have been considered the main domestic reservoir
for infection by L. infantum. As a result, one of the control
strategies in endemic areas is based on the systematic cul-
ling of seropositive dogs. However, this strategy does not
prevent new cases of either HVL or canine visceral leishma-
niasis (CVL), and parasitosis therefore continues to spread.
Although Leishmania spp. are multihost parasites, that is
they are capable of infecting a wide range of mammalian
and vector host species (Woolhouse et al., 2001), few stud-
ies have investigated the roles of different mammalian host
species on the maintenance of Leishmania spp. in endemic
areas (Roque and Jansen, 2014). As a consequence, this dis-
ease presents an ongoing public health problem and con-
tinues to expand its range (Alvar et al., 2012).

This study arose from surveys carried out by a team of
researchers who work with the ecology and conservation of
bats in urban areas of CG. Because this city is endemic for
leishmaniasis and bats have been documented as being
infected by Leishmania spp. in different parts of Latin
America (Savani et al., 2010; Shapiro et al., 2013; Berzun-
za-Cruz et al.,, 2015; Oliveira et al., 2015), we took the
opportunity to investigate the presence and prevalence of
Leishmania spp. in this taxonomic group.

Materials and Methods

Area of study

The study was conducted in CG city, which is the capital of
the state of MS, Brazil. This city has a population
of approximately one million distributed across an area of
8100 km? (IBGE, 2010). The weather is characterized by a
wet, tropical savanna climate (Aw subtype) with two well-
defined seasons (dry winter and wet summer) (Peel et al.,
2007). The annual average temperature reported for this
area is 23.3°C, and the annual rainfall is 1579.7 mm, with
rainfall concentrated from November to March (Honer,
1993). Bats were collected in forest fragments around the
city (Fig. 1).

Collection of animals

Animal collection was conducted between August 2012 and
August 2014. Specimen capture was performed on 17
nights using five mist nets (two of 12 m x 2.5 m and three
of 7 m x 2 m), which remained open for 12 h every night
and were checked at intervals of 20 min. The total sampling
effort employed in the catches was 26 600 h.m?, calculated
according to the method proposed by Straube and Bianconi
(2002).

M. B. de Rezende et al.

The bats were identified using morphological keys (Vizotto
and Taddei, 1973; Gregorin and Taddei, 2002), sexed (Racey,
1988) and assigned to different age groups (juvenile or
adult) (Anthony, 1988), and the forearm length (preci-
sion = 0.1 mm) and weight (precision = 1 g) were recorded.
Blood samples were obtained from each animal by punctur-
ing the uropatagial vein using a microknife (Bioland®, Bio-
land Technology Shenzhen, Guangdong, China) and
absorbing it into three discs (2 mm) of filter paper (DNA
card kit for the collection, storage, transportation, preserva-
tion and extraction of biological samples: MGM®, Curitiba,
Brazil) before being stored in plastic tubes (1.5 ml).

After the samples were taken, the animals were released
at the same capture site. Capture and handling were con-
ducted in accordance with authorization from the Chico
Mendes Institute for Conservation and Biodiversity (ICM-
Bio) (SISBIO: 21548-2) and the Committee for Ethics in
Animals of UCDB (007/2012).

Molecular diagnosis

DNA extraction

For the DNA extraction, each blood-soaked filter paper was
washed for 5 min using the reagent Pure Plus (MGM®
Curitiba, Brazil) and TE buffer (10 mm Tris—Cl, pH 7.5
1 mm EDTA) (two washes). Subsequently, 50 ul of TE buf-
fer was added to each sample, and the samples were stored
at —20°C until PCR analysis. For the samples analysed by
real-time quantitative PCR (qPCR), 20% Chelex resin in
TE buffer and ultrapure water was added to each tube con-
taining the blood-soaked filter paper. The tubes were
heated in a dry bath at 37°C for 1 h and then at 99°C for
7 min (Bereczky et al., 2005).

Polymerase chain reaction (PCR)

The PCR amplifications of the variable region of the
kinetoplastid DNA (kDNA) minicircle molecules were
carried out using the Leishmania-specific primers A:
5-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’ and B: 5-GGCCC
ACTATATTACACCAACCCC-3' (Schubach et al., 1998).
The reaction was carried out in a thermocycler (Gen-
eAmp PCR System 9600; Applied Biosystems, Foster
City, CA) at a final volume of 50 ul containing 50 mm
KCl, 1.5 mm MgCl,, 10 mm Tris—HCI (pH 8.3), 0.2 mm
of each deoxyribonucleotide, 5 pmol/ul of each primer,
125U Taq DNA polymerase (Invitrogen®, Carlsbad,
CA, USA) and 5 ul of DNA extracted from the filter
paper. Positive (DNA of L. infantum chagasi) and nega-
tive (ultrapure water) controls were used in each reac-
tion. The thermocycler settings were 5 min at 94°C,
followed by 30 cycles of 30 s each at 94°C, 30 s at 65°C,
30 s at 72°C and a final extension cycle for 7 min at
72°C. The amplification products were subjected to
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Fig. 1. Map of Campo Grande city, the capital of the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, highlighting the capture locations of bats. Area 1, Instituto
Sao Vicente (20°23'08"S, 54°36'27"W). Area 2, Centro de Educacao Ambiental Odilza Fernandes Bittar — CEA Imbirussu (20°26'57.86"S and
54°41'48.91"W). Area 3, Coqueiral Chacara (20°29'34.16"S, 54°34/49.05"W). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

electrophoresis at 100 V for 100 min in a 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide. The amplicons were
viewed under ultraviolet light, and positive and negative
controls were used in each electrophoresis.

Leishmania real-time PCR (qPCR)

The qPCR reactions were performed on 18 of the 30 posi-
tive samples for Leishmania spp. (due to the small amount
of available DNA) using the L. infantum-specific primers
LEISH-1 (5-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3') and
LEISH-2 (5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3) and the probe
FAM-5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3'  non-fluorescent
quencher MGB, based on Francino et al. (2006). The reac-
tion was performed in a final volume of 12.5 pl containing
6.25 ul of TagMan® Universal PCR Master Mix (Life Tech-
nologies Corporation, Thermo Fisher, Carlsbad, CA,
USA.). Each primer was used at a concentration of 900 nm,
the probe at a concentration of 200 nm and 50 ng of DNA
template. The amplification protocol consisted of an initial
denaturation at 95°C for 3 min, followed by 42 cycles of
denaturation (95°C for 10 s) and annealing—extension
(60°C for 30 s). Positive (DNA of L. infantum) and nega-
tive (ultrapure water) controls were used in each run.

© 2017 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

Results

We obtained biological samples from nine different species
of bats belonging to the Phyllostomidae and Vespertilion-
idae families (Table 1). The expected fragments of 120 bp
of KDNA from Leishmania spp. were observed in 30 of the
80 (37.5%) samples, from seven different species of bats.
Negative and positive blood samples were tested twice to
avoid false-negative and false-positive results. All 18 sam-
ples tested by qPCR were positive for the specific probe for
L. infantum. In general, QPCR amplification occurred from
the 32nd cycle.

Discussion

Our results showed the highest prevalence of phyllostomid
species such as Artibeus planirostris, Artibeus lituratus,
Platyrrhinus lineatus and Carollia perspicillata. These spe-
cies are very abundant in the studied area, which has also
been reported in other studies conducted in CG (e.g.
Pulchério-Leite et al., 1999; Ferreira et al., 2010; Martins
et al., 2014). Some bat families such as Vespertilionidae
and Molossidae tend to avoid mist nets (Passos et al.,
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Table 1. PCR- and gPCR-positive results in different species of bats collected in forest fragments of Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil

Number of Positive (%)a Leishmania spp.

Number of Positive (%)bL. infantum

Age Gender Age Gender
Family/Species Collected J A M F Total J A M F Total
Phyllostomidae
Artibeus planirostris 27 2 5 3 4 7 (25.9) 1 1 1 1 2(11.1)
Artibeus lituratus 22 6 4 4 6 10 (45.5) 4 5 1 8 9 (50)
Platyrrhinus lineatus 13 2 2 4 — 4(30.8) 1 1 1 1 2(11.1)
Carollia perspicillata 11 5 1 2 4 6 (54.5) 3 — 1 2 3(16.6)
Glossophaga soricina 2 1 - — 1 1(50.0) 1 — - 1 1(5.5)
Platyrrhinus helleri 2 - - 1 1(50.0) — — — — *
Sturnira lilium 1 - - - - neg - - - - *
Phyllostomus discolor 1 - 1 1 — 1(100.0) - 1 1 - 1(5.5)
Vespertilionidae
Myotis nigricans 1 - - - - neg - - - - *
Total 80 16 14 13 16 30(37.5) 10 8 5 13 18

Y, young; A, adult; F, feminine; M, masculine.
°PCR.

bgPCR.

*dot done.

2003) and so were certainly under-represented in our
study.

The 37.5% prevalence of bats positive for Leishmania
spp. may be an underestimate because we surveyed para-
sites inhabiting mononuclear phagocytic cells in whole
blood. In addition, the collection of blood was performed
using filter paper, and this technique yields small total
amounts of DNA. However, this technique has previously
been reported as being effective useful under field condi-
tions and, importantly, does not require the killing of ani-
mals (Herrera et al., 2005; Oliveira et al., 2005).

In our study, despite the small amount of DNA extracted
from the filter paper, it was used as a marker for the KDNA,
which is highly repetitive and enabled the detection of
Leishmania in the bats. In fact, studies describing qPCR
assays targeting kKDNA have proved to be highly sensitive
for the detection, species discrimination and quantification
of Leishmania spp. (Mary et al., 2004; Weirather et al.,
2011; Pita-Pereira et al., 2012). Using the gPCR methodol-
ogy of Francino et al. (2006), Solca et al. (2014) verified
the sensitivity and specificity of the qPCR technique in
comparing the amplification profiles of L. infantum DNA
to some other Old and New World leishmanias.

Here, we report new species of bats as an alternative
hosts for L. infantum, such as Phyllostomus discolor, P. lin-
eatus, A. planirostris and A. lituratus, in the studied area.
Some species of bats reported as being infected by Leishma-
nia spp. in the present study (A. planirostris, C. perspicil-
lata, Glossophaga soricina, Sturnira lilium, Myotis nigricans)
have been documented as being infected elsewhere in Latin
America (Savani et al, 2010; Shapiro et al, 2013;

Berzunza-Cruz et al., 2015), demonstrating that bats can
play an important role in the maintenance of Leishmania
spp. in endemic areas.

Although Lutzomyia longipalpis is capable of feeding on
C. perspicillata and Glossophaga longirostris, a congener spe-
cies of G. soricina, under experimental conditions (Lampo
et al., 2000), vectorial transmission in the natural environ-
ment has not yet been reported. However, because contact
between bats and L. longipalpis in the urban environment
can be expected because these taxa occupy the same habi-
tats, such as inside or around human buildings (Deane and
Deane, 1962; Esbérard et al., 1999; Quintela et al., 2011),
natural transmission by feeding habits should be consid-
ered. Moreover, we should consider that the presence of
parasite DNA in the blood of collected animals does not
necessarily indicate vectorial transmission, as it does not
provide enough evidence to indicate parasitic integrity
within the host (Silva et al., 2005).

Bats may become infected by Leishmania spp. in the
studied area by feeding on sand flies infected by leishma-
nias. In fact, the consumption of different food items by
bats can vary in response to seasonal changes in available
resources at different locations (Sih et al.,, 2011), forcing
frugivorous or nectarivorous bats to supplement their diet
with insects (Gardner, 1977; Mikich, 2002). This adaptive
plasticity has already been recorded in the city of CG (Mar-
tins et al., 2014).

Thus, the oral route as a transmission mechanism for
Leishmania in bats cannot be ruled out because (i) phle-
botomines including L. longipalpis are very abundant in
CG (De Oliveira et al., 2008; Silva et al., 2008; Cunha et al.,

© 2017 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.



M. B. de Rezende et al.

2014), (ii) bats belonging to the family Phyllostomidae
show a generalist diet, opportunistically consuming arthro-
pods (Gardner, 1977; Bernard, 2002; Zortéa, 2003), (iii)
A. lituratus, A. planirostris and C. perspicillata, which were
found to be infected by Leishmania in the present study,
have already been reported supplementing their diet with
arthropods in the study area (Martins et al., 2014) and (iv)
bats and L. longipalpis have overlapping crepuscular and
nocturnal activity patterns (Rebélo, 2001; Feliciangeli et al.,
2004). Furthermore, it has previously been shown that bats
can become infected by trypanosomatid species when they
ingest parasitized insects (Thomas et al., 2007; Ramirez
et al., 2014).

In the city of CG, thousands of L. infantum seropositive
dogs are killed annually, but the increasing incidence of
HVL and CVL shows that the existing control measures are
not effective (Cunha et al., 2014). Therefore, the classic epi-
demiological approach involving dogs—shadflies—humans
should be reconsidered in this urban environment. In this
context, although dogs are the main reservoir for humans,
some wild species such as bats as well as synanthropic opos-
sums (Didelphis albiventris) (Humberg et al., 2012) could
be contributing to the maintenance of Leishmania spp. in
the studied area.
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