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TRIPANOSSOMA DO SUBGENERO SCHIZOTRYPANUM EM MORCEGOS
PORTUGUESES

P. ABRANCHES (1) e Fitima BACELAR (1)

RESUMO

‘Examinando 56 morcegos de diferentes Areas de Portugal, enconframos tri-
panossomas no sangue de 6 exemplares de 3 espécies: 2 Myotis myotis, 1 Eptesicus

serotinus e 3 Pipistrellus pipistrellus, A infecciio de M. myotis € aqui assinalada
pela primeira vez em Portugal. Pela morfologia das formas sanguicolas situamos
esses tripanossomas no subgénero Schizotrypanum, mas com os dados de que
dispomos nao nos atrevemos a identificar a sua espécie. Ndo vimos ninhos para-
sitdrios nos cortes de visceras mas num dos morcegos encontramos esferomasti-
gotas nos decalques de coracgio, alguns em divisdo. Em meio NNN obtivernos hemo-
culturas de 3 morcegos; em 2 gue pudemos acompanhar os tripomastigotag me-
taciclicos eram longos e finos. Todas as infecedes foram encontradas na Prima-

vera e no Verio.

INTRODUCAO

.No subgénerc Schizotrypanum estzo agru-
padas virias espécies de tripanossomas prati-
camente indistinguiveis uns dos outros na sua
morfologia e ciclo de vida. Estes tripanossomas,
cuja espécie-tipo é o T. eruzi, sho encontrados
parasitando varios mamiferos entre os guais 70
espécies de morcegos em todo o mundod2,

Os quirdpteros tém sido varias vezes estu-
dados quanto g problemas de satide pablica hu-
mana e veterinaria, contudo o conhecimento
da biologia e taxonomia dos tripanossomas de
morcegos nio € muito grande.

A primeira referénecia a exisiéncia de tri-
panossomas ho sangue de um morcego foi fei-
ta em Itdlia, por DIONISI® em 1888, num Nye-
talus noctula. Em 1904, BATTAQLIA £ descre-
veu o parasita num morcego da mesma espé-
cie e o denominou Trypanosoma vespertilionis,
Pouco depois, em 1905, BETTENCOURT &
FRANCA 5 designaram como Trypanosoma dio-
nisii a0 hemoflagelado que observaram em Pi-
pistrellus pipisirellus, entre outras espécies de
morcegos de Portugal, mas posteriormente os

mesmos Autores 8 o colocaram na sinonimig de
T. vespertilionis. Assim, até 1921, todos os tri-
panossomas do subgénero Schizotrypanum en-
contrados em diferentes paises da Europa e
Africa foram conslderados como T. vespertilio-
nis 12, Nesge ano foram descobertas as formas
viscerais de multiplicacfic destes tripanosso-
mas. CHATTOM & COURRIER 8 estudando P.
pipistrellus, na Alsacia, encontraram um tripa-
nossoma que se multiplicava sob a forma de
epimastigota dentro de pseudoguistos, em va-
rios 6rgdos. Em cultura, esse tripanossoma de-
senvolvia formags de tripomastigotas metacicli.
cos muito longas e finas, com a extremidade
posterior em forms de bico e cinetoplasto sub-
terminal. A esse parasita os Autores chama-
ram Schizetrypanum pipistrelli. FRANCHI-
NI, também em 1921, descobriu amastigofas
no pulmio e figado de varios P. pipistrellus e
os interpretou como sendo formas de multipli-
cacao dos tripanossomas por ele cbservados no
sangue periférico. Os achados de CHATTOM
& COURRIER foram confirmados por RO-
DHAIN 19 ¢ RODHAIN & HENRY 20 ¢ os tripa-

(1) Disciplina de Protozoologia. Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Rua Jundgueira, 96 — 1300 — Lishoa-Portugal
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nossomas longos e finos das culiuras foram en-
contrados por outros Autores 211416,  Porém,
guanto a amastigotas, ndo voltaram a ser vis-
tos até 1971, aho em gue MOULINEAUX & BA-
FORT 6 encontraram, em varios orgdos de P.
pipistrellus, quistos contendo amastigotas, No
ano seguinte BAKER & col. 3 verificaram gque
o tripanossoma por eles isolado de P. pipistrel-
Ius se multiplicava sob a forma de amastigotas
em culfura de tecidos e simulidneamente co-
mo epimastigotas e amastigotas em macréfagos
provenientes de exudado peritoneal de murga-
nho, Em cultura os parasitas apresentavam tri-
pomastigotas longos e fihos. NEWTON 18 que
estudou os tripancssomas isclados por BAKER
& THOMPSON 2 de P. pipistrellus e N. noctula,
demonstrou haver diferencas entre ambos, ha
densidade de flutuacico do DNA, BAKER &
col3 chamaram T. {Schizotrypanum) dionisii &
espécie isolada do P. pipistrellus adoptando o
nome inicialmente dado por BETTENCOURT
& FRANCAS,

Quanto & classificacio destes tripanosso-
mas, HOARE 12 ¢ MARINKELLE 15 aceitam pro-
visoriamente a existéncia de duas espécies: T.
(Schizofrypanum) vespertilionis cujas formas
de reproducio no mamifero hospedeiro sfo des.
conhecidas, € T. (Schizotrypanum) pipistrelli
gue ge reproduz no estado de epimastigota. BA-
KER & col.3 por geu lado, admitem a possibili-
dade de existirem trés espécies, T. vespertilio-
nis, de varias espécies de quirdpteros e por eles
observado em N. noctula; e duas outras, T.
pipistrelli ¢ T. dionisii, de P. pipistrellus. Am-
bas as ulfimas produziriam tripomastigotas
longos e finos em cultura mas dividirse-iam
no hospedeiro vertebrado como epimastigotas
a primeira e amastigotas a segunda. Quanto
as formas de cultura in vitro HOARE 12 conside-

ra que estio ainda insuficientemente estuda-

das para servir de critério classificatlvo en-
quanto que MARINKELLE 15 as acha idéntleas
as do T. cruzi, Este Autor 15, apesar de admitir
a existénecia de duas espécies de esquizotripa-
nos de morcegos europeus defende gue a desig-
nacio de T. cruzi-like deveria ser adopfada até
existirem dados doncludentes sobre este pro-
blema.

Na continuacio dos nossos estudos sobre 0s
hematozodrios dos morcegos de Portugal en-
contramos alguns gquirdpteros infeetados por
tripanossomas que isolamos em culturas e es-
tudamos com a intencio de estabelecer sua

posicio sistematica, conforme expomos nas li-
nhas que se seguem,

MATERIAL E METODOS

Até a0 momento examindmos 68 morcegos
provenientes de diversos locais do pals. Os 12
primeiros foram objecto de publicacdo anfte-
rior, em que damos conta da presehca de plas-
modios e outros parasitas intraeritrociticos em
morcegos portugueses 1. No presente trabalho
temos portante 56 morcegos, numerados por
ordem de captura, do n.® 13 ao 68, Destes gui-
rdpteros, 40 foram capturados em grutas cal-
carias, por meic de redes e camaroeiros, ou
apanhados & méio gquando hibernantes; 16 fo-
ram capturados no forro de edificacdes.

-Todos 0s exemplares foram transportados
vivos para o laboratério onde, um ou dois dias
depols da captura, foram anestesiadog com clo-
roférmio e o sangue extraido por meio de um
corte na veia do cotovelo da membrana alar
ou por puncio cardiaca a céu aberto, Do san-
gue fizemos esfregacos e potas espessas e Ob-
servamos a freseo, entre lamina e lamela, em
contraste de fase. Quando esta pesquisa resul-
tou positiva semeamos o sangue colhido por
puncéo cardiaca em meio de NNN ao qual adi-
clonavamos no proprio dia, soluto flsiolégico
contendo peniciline na proporcio de 1.000 U
por ml, comservando as culturas na estufa a
28°C.

Com os O0rgaos (coracio, figado, bago e pul-
mio) fizemos decalques; fragmentos destes or-
gios, bem como do estdmago e intestine, foram
conservados em formol a 10% para posteriores
cortes histolégicos. Os esfregacos e decalgues
foram fixados com alegol metilico e, juntamen.
te com as gotas espessas, corados pelo soluto
de Glemsa a 5% em Agua destilada de pH 7.2
— 7,4. Os fragmentos dos orgios dos morce-
gos em cujo sangue se encontraram tripanos-
somas. foram incluidos em parafina e cortados
para preparagdes histolégicas coradas pela He-
matoxilina-Eosina,

O desenvolvimento das estirpes em cultura
fol estudado por meio de contagens em camsa-
ra, de Neubauer, das formas mdveis na fase i
quida da cultura, com a ampliacio de 320 x.
As diferentes formas do ciclo foram estudadas
em esfregacos da cultura, corados pelo mesmo
méto_do usado-no exame do sangue. Para obter
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os esfregacos, retiramos 0,5 ml da cultura, cen-
trifugando-a duas vezes g 3.000 r.p.m. com 1,5
ml de solucido de Locke23. Devido & pequena
quantidade de liguido de cultura existente nos
tubos de ensaio as observacdes foram poucas,
quase sempre de 2 em 2 dias, ou em dias se-
guidos, até ao 152 dia no maximo.

RESULTADOS
Os 56 morcegos eapturados estdo distribui-
dos pelas 11 espécies citadas no Quadro I, jun-
tameinite com o resultado do exame do seu san-

gue para pesquisa de tripanossomas.

QUADRO I

Presenga de tripanossomas no sangue de morcegos portu-

gueses, durante o presente inguérito

N.e

Espécie de morcego Examinados Positivos
Ne O

Rhinolophus ferrumequinum 6 -
Rhinolophus enryale 5 —_
Rhinolophus mehelyi 3 —_ -
Rhinolophus hipposiderus [ —_ =
Myotis blythi 5 —_— -
Myotis myotis 7 2 28,6
Myotis nathalinae 1 — e
Pipistrellus pipistrellus 12 3 25,0
Miniopterus schrebersii T —_— =
Eptesicus serotinus 3 1 33,3
FPlecotus austriacus 1 — -
TOTAL ' 56 6 10,7

A percentagem de positividade foi de
10,7%. Todos os morcegos parasitados foram

apanhados na Primavera ¢ Verac (no ano de

1977 capturamos 29 do total de 46 morcegos de
Abril a Julho, no ano seguinte, na mesma épo-
ca, 7 de 10).

A parasitémia é, em geral, pouco intensa,
mas num dos nossos guirépteros {(n.° 34} en-
contramos uma infeccio relativamente alta (9
parasitas, em média, por em? de esiregaco san-
guineo).

Os tripomastigotas vistos a fresco exibiam
movimentos de tor¢ao muito rapidos, mas pou-
e¢o se deslocavam no campo microscopico. Nos
esfregacos corados os parasitas mostravam as
caracteristicas do subgénero Schizotrypanum
(HOARE, 1972).

Em todos os morcegos infectados se obser-
varam tripomastigotas nos decalgues dos or-
gaos profundos (coracdo, figado, baco e pul-
moes), principalmente. de coracio, devido ao
sangue que sempre acompanhsa estas prepara-
c¢bes. Num dos animais (n.° 32), os decalques
de coracao, além dos tripomastigotas sangui-
colas apresentavam esferomastigotas: formas
ovaladas ou arredondadas, com cerca de 6 por
4 p, cinetoplasto em barra cu redondo, inten-
samente corado e o niecleo em geral ovalado,
central ou no polo oposto do cinetoplasto; o fla-
gelo livre ¢ visivel num grande numerc delas,
mas em henhuma seobserva a membrana ondu-
lante. Algumas destas formas apresentavam-se
em divisdo (Figs. 1 e 2). Os ecsferomastigotas
nao aparecem dentro de qualquer estrutura
guistica mas também néo estldo dispersos nas
preparacGes como acontece com os tripomasti-
gotas, antes aparecem agrupados em falxa nos
decalques, como se procedessem todos do mes-
mo sitio. Nos cortes histologicos dos orgfos dos

QUADRO II

Dados referentes aos morcegos portugueses encontrados com tripanossomas no sangue durante o presente inguérito

Morcego Data Local Formas Formas Hemo-
n.o Espécie da sangui- viscerais cul-
captura captura colas {decalques) tura
32 M. myolis 12/4/71 Marvic {gruta) Tripomas- Esferomastigo-
tigotas tas (coracio)
34 E. serotinus 2474/ Gerés (igreja) ” — +
43 P. pipistrellus 23/4/77 Moura (telhada) * — —_
49 > 8/7/77 ” ” - -
50 » » » i - +
68 M. myotis 18/6/78 Alcanena (gruta) i — —+
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morcegos nio encontramos gualguer parasita.

Do morcego n® 32 nio tentamos a hemo-
cultura. Dos 5 parasitados restantes consegui-
mos hemoculturas positivas de 3 (n® 34, 50 e
68). Alguns dados referentes aos morcegos po-
sitlvos encontram-se resumidos no Quadro II.

As culturas tém-se conservado por passa-
gens cada 15 dias. Conseguimos manter vivos
o8 tripanossomas em alguns tubos por cerca
de 90 dias, pela adicao de algumas gotas de
soro fisioldgico com penicilina, para evitar a
SECAagem.

DISCUSSAO

Os resultados por nos constatados permi-
tem-nos salientar oz seguintes factos: 1) He-
encontramos tripanossomas em mMOrcegos por-
tugueses mais de setenta anos decorridos dos
achados de BETTENCOURT & FRANCAS.
Duas das espécles parasitadas coincldem com
as descobertas por esses Autores, Pipisirellus
pipistrellus & Eplesicus serotinus, mas constata-
mos também a infecgio em Myolis myotis, gue
esta sendo agui pela primelra vez assinalada
em Portugal. Cremos. também, ser esta a se-
gunda vez que se descreve um esquizotripano
num M. myolis. j4 que o morcego apanhado
por SERGENT & SERGENT 22 deve ser consi-
derado como Myotis blythi, a espécie do géne-
ro gue existe no Norte de Afriea 12, a primeira
referéncin & infecgdo de M. myotis devese a
NAJERA, em 1945, na Espanha 17, 2) Pela mor-
fologia das formas sanguicolas situamos os tri-
panossomas no subgénero Schizotripanum, Os

As estirpes n® 34 e 50, cujo desenvolvimen-
to em culturas pudemos acompanhar, evolui-
ram de modo semelhante: os tripomastigotas
metaciclicos longos e finos (Figs. 3 e 4) come-
caram a evidenclar-se por volta do 4.2 dia, au-
mentando progressivamente de numero, até o
8.7 ou 107 dias, quando as culturas se establ-
lizam e o3 tripomastigotas e epimastigotas atin.
gem proporcedes equivalentes. Observamos tam.
bém esferomastigotas, cada vez mais numero-
505 com o envelhecimento das culturas, Nunca
vimos tripomastigotas em divisao, mas somen-
te epimastigotas.

Fig. | — Esforomuastipotn em  decal-
que de coragho do morcego oo 33
Fig. 2 — Esferomustipola em divisio,
decalgue de coragio do morcego N
32, Fig. 3 — Tripomastigota metaci-
clico em hemocultura do moreego ne
Glt. Fig. 4 — Epimastigota ¢ iripomis-
tigodn metaciclico em hemoculturs do
moreego no 3. Microfotografias e
Alexardde Paula.

dados que obtlvemos nio foram suflcientes pa-
ra um diagnéstico especifico, mas o aspecto
dos tripomastigotas metaciclicos das culturas
difere do atribuide ao T. vesperiilionis, coinci-
dindo com o de T. pipistrelli ¢ T. dionisii, se¢-
gundo a concencio de BAKER & col.®. 3) Os
esleromastigotas encontrados nos decalgues de
coracio do moreego n.° 32 mostram imagens
de divisfio, diferentemente do que observaram
MOLINEAUX & BAFORT '8, Esta diferenca
pode ser explicada se se der razao as criticas
formuladas por LUMSDEN 4 aguele termeo eria-
do por BRACK em 19687, LUMSDEN admite
que o esferomastigota @ destituido de significa-
do sendo apenas um aspecto morfologico toma-
do transitoriamente por uma das outras formas
do ciclo. BAKER & col.3 por seu lado fazem
notar gue o esferomastigota pode ser um es-
tagio de curta duracio. RODRIGUEZ & MA-
RINKELLE %l cltam trés mecanismos de evolu-
cao intracelular de amastigota a tripomastigo-
ta no T. eruzi: a) por alongamento formando
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epimastigotas, b) por alongamento sem formas:
cio de epimastigotas, e ¢) “desenrolando-se”
para formar directamente tripomastigotas.
Quando se faz o decalgue das visceras pode-se
obter, de células rompidas, as formas que nelas
estavanl se desenvolvendo, em varias fases
(a-, esfero-, epi- e tripo-mastigotas). Os esfero-
mastigotas por noés observados corresponde-
riam a uma fase do terceiro mecanismo de evo-
lucio atras citado. 4) E de realear o encontro
de morcegos positivos exclusivamente na Pri-
mavera e no Verdo, em coincidéncla com os
dados de RODHAIN & HENRY 20, na Bélgica.
Nas zonas temperadas, durante o Inverho os
morcegos passam por periodos de letargia em
gue o seu metabolismo decresce, nao sendo im-
possivel que este facto tenha influéncia no pa-
rasitismo, além da biologia dos possiveis vecto-
res, alids insuficientemente conhecidos.

SUMMARY

Trypanosomes of the subgenﬁs Schizotrypanum
in portuguese bats

Examining 56 bats from different areas in
Portugal, we found trypanosomes in the blood
of 6 specimens belonging to three species: 2
Myotis myotis, 1 Eptesicus serotinus and 3 Pi
pistrellus pipistrellus. The infection in M. myo-
tis is here recorded for the first time in Por-
tugal. By the morphology of the blood forms
we placed these trypanosomes in the subgenus
Schizotrypanum, but our data did not encou-
rage us for species identification.

We found no pseudocysts in sections of the
vigcera, hut in heart smears from one of the
bats there were sphaeromastigotes, some in di-
vision. Haemoculfures in NNN were obtained
from three bats; in two, which we were able
to follow, long and slender metacyclic trypo-
mastigotes developed.

All infections were detected during Spring
and Summer.
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