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INTRODUCAO

Em ambientes naturais 0 comportamento dos parasitos em relacdo a seus
hospedeiros é o resultado de uma interacdo complexa e duradoura, resultando no
equilibrio entre as partes, cientificamente conhecida como coevolugdo (SANGIONI et al.,
2005). As alteracdes no ambiente causadas pelo avango agricola, urbanizacgao e invasdo
do habitat natural pelos seres humanos, tém aumentado o contato entre animais selvagens,
seus parasitos e 0 homem, possibilitando a circulacdo de zoonoses emergentes e
reemergentes (SANGIONI et al., 2005).

A Bahia conquistou a segunda posi¢do do ranking de desflorestamento em 2019,
fruto da intensa exploracdo ambiental, resultando numa crescente relacdo entre 0 homem,
animais domeésticos e a fauna silvestre nativa, potencializando o intercambio de seus
parasitos e de agentes patogénicos transmitidos por eles (AYRES et al., 2005; ALHO,
2012).

A comunidade cientifica mundial relata a urgéncia em se pesquisar todos 0s
aspectos relacionados as zoonoses associadas aos animais selvagens, ja que 0s surtos
dessas doencas séo cada vez mais frequentes (JONES et al., 2008). O estudo de agentes
zoonoticos em morcegos vem apresentando elevado interesse por parte da comunidade
cientifica, devido aos inimeros nichos ecoldgicos ocupados por esses animais e pela
oportunidade de adaptacdo de agentes infecciosos dos quiropteros a outras espécies
animais e ao homem (THOMPSON et al., 2021).

Estudos realizados no Brasil apontam que h& circulagdo de protozoarios em
morcegos, como Jesus et al (2017) que encontraram frequéncia de 2% para T. gondii e
CABRAL (2021) que encontraram frequéncia de 3% para Sarcocystidae em morcegos.
Trabalhos sobre a presenca de protozoarios, como Toxoplasma gondii, Trypanosoma spp
e Leishmania spp ainda sdo escassos na literatura sobre parasitos de quirdpteros, assim



este trabalho teve como objetivo a deteccdo molecular de protozoarios em tecidos de
quirdpteros coletados em Feira de Santana, BA.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(Oficios do CEUA de 28 de junho de 2018 e 28 de agosto de 2019).

Os quirdpteros foram capturados com pucad em ambientes fechados e pela
instalagdo de redes de neblina em locais abertos. Todas as coletas foram realizadas na
area urbana de Feira de Santana no periodo de maio de 2019 a julho de 2021. As coletas
foram feitas de acordo com os procedimentos sugeridos pelo Conselho Federal de
Medicina Veterindria (CFMV, 2013). Fémeas gravidas e lactantes nao sofreram
eutanasia, sendo imediatamente liberadas. Os animais coletados foram tombados e
depositados na Colecdo de Mamiferos da Divisdo de Mamiferos do Museu de Zoologia
da UEFS. As amostras de tecidos foram coletadas e maceradas no Laboratério de Analises
Clinicas e Parasitologia da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). O DNA
de pools de figado e baco foi extraido com kit PureLink® Genomic DNA e mantido a -
80°C até a execucdo das analises moleculares.

Para deteccdo de protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae
(Trypanosoma spp e Leishmania spp) foi realizada a reacdo da cadeia polimerase (PCR)
conforme descrito por Uliana et al (1991). A pesquisade DNA de protozoarios da familia
Sarcocystidae foi realizada pela nested-PCR conforme descrita por Da Silva et al (2009).
A amostras que apresentaram bandas fortes com peso molecular de aproximadamente 300
pares de base (pb) foram submetidas a analise de polimorfismo dos comprimentos de
fragmentos de restricdo (RFLP) para maior especificidade. A RFLP foi realizada com as
enzimas Ddel, Mspl e Hpy188I1l (New England Labs) conforme o fabricante, em banho
seco a 37°C por 60 minutos. A eletroforese em gel de agarose foi realizada com SuL dos
produtos amplificados em gel 1%, corante GelRed®), marcador de peso molecular de
1000 pares de base (pb) e corrida de 80 volts por 80 minutos; para os produtos da RFLP
0 gel 3% e marcador de peso molecular de 100bp. A visualizacdo foi feita com
transiluminador e a imagem capturada com camera acoplada.

Os resultados da PCR ou RFLP foram tabulados com as variaveis sexo, espécie,
guilda alimentar e bairro de coleta e analisadas em tabelas de contingéncia pelo teste de
¥2 de Pearson com corre¢do de continuidade, considerando-se 0=0,05. Em todas essas
analises foi utilizado o programa Epilnfo 7 (DEAN et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas oito coletas em cinco bairros da zona urbana de Feira de
Santana: Novo horizonte, Jardim Acacia, SIM, Queimadinha e Mangabeira, este Ultimo
com duas coletas em pontos diferentes, num total de 32 morcegos coletados.

Os morcegos coletados foram identificados no Museu de Zoologia da UEFS,
apresentando quatro familias diferentes e cinco espécies: Artibeus obscurus (Schinz,
1821) n=1 (3,1%), Molossus molossus (Pallas, 1966) n=20 (62,5%), Eumops
auripendulus (Shaw, 1800) n=8 (25,0%), Myots nigricans (Schiz, 1821) n=1 (3,1%) e
Glossophaga soricina (Pallas, 1766) n=2 (6,3%). Estas espécies ja possuem registro pela
literatura na Bahia, sendo espécies muito adaptadas ao meio urbano.



Na PCR para pesquisa de protozoarios da familia Trypanosomatidae, apesar de
ajustes na concentracdo de reagentes e no tempo de anelamento, ndo foi possivel
amplificar o fragmento de DNA de interesse.

Dos 32 pools de figado e baco de morcegos foi encontrada 13 (40,62%; 1C95%:
23,60% - 57,64%) amostras com a presenca de acidos nucleicos com tamanho compativel
com os esperados para protozoarios da familia Sarcocystidae. A leitura dos resultados da
RFLP mostra que dessas 13 amostras, oito (61,53%) tem padrédo de restricdo similar ao
controle positivo (DNA de taquizoitos de T. gondii), sendo indicativo de DNA do
protozoario, totalizando oito de 32 (25,00%; 1C95%: 9,99% - 40,00%) das amostras
positivas (Figura 1).

Figura 1. Gel de eletroforese em agarose 3% com produto da analise de fragmentos de restricdo da reacéo
em cadeia pela polimerase dirigida para amplificacdo de DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae em
amostra de figado e bago de morcegos coletados em Feira de Santana, Bahia.
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As amostras amplificadas serdo submetidas ao sequenciamento tipo Sanger para
obtencdo da sequéncia nucleotidica completa e confirmacdo dos resultados com
comparacdo destas sequéncias com aquelas depositadas no NCBI.

Os morcegos positivos para Sarcocystidae estdo distribuidos em quatro bairros
conforme indicado no mapa (Figura 3). Os testes estatisticos ndo apresentaram relacao
significativa entre a presenca de fragmentos de &cidos nucleicos pertencentes a
protozoarios da familia Sarcocystidae e as varidveis abordadas neste estudo.

Figura 3: A) Frequéncia de quirdpteros positivos (em circulo vermelho e negativos (circulo verde) para
presenca de fragmentos de DNA de protozodrios da familia Sarcocystidae, sendo o tamanho do raio circulo
proporcional a ao nimero de registros. B) Frequéncia de quirdpteros positivos (em circulo vermelho e
negativos (circulo verde) para presenca de fragmentos de DNA de Toxoplasma gondii, sendo o tamanho do
raio circulo proporcional a ao nimero de registros em Feira de Santana, Bahia 2019-2021.
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A frequéncia de 40,62% positivos para Sarcocystidae encontrada neste trabalho
difere de outros trabalhos realizados também com testes moleculares, mas em outros
tecidos de morcegos, como CABRAL et al (2021), que analisaram 2892 amostras de



tecidos de morcegos coletados em S&o Paulo e detectaram 68 amostras de cérebro
positivas para T. gondii e 26 amostras de pool de musculo peitoral e coracdo positivas
para Sarcocystidae.

CONSIDERACOES FINAIS
Foram detectados fragmentos de DNA compativeis com Sarcocistidae e T. gondii em
amostras de figado e baco de quirdpteros coletados em Feira de Santana, BA.
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