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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Diversidade, especificidade e distribuição geográfica de Trypanosoma spp. em mamíferos 

 

RESUMO 
 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Marina Silva Rodrigues 

O gênero Trypanosoma é um táxon heterogêneo que inclui hematozoários 
flagelados que são parasitas obrigatórios. Esses tripanosomas infectam 
invertebrados e todas as classes de vertebrados. Contudo, a extensão da 
diversidade de espécies e genótipos, espectro de hospedeiros e distribuição 
geográfica do gênero Trypanosoma permanecem ainda parcialmente 
desconhecidos. Neste estudo tivemos dois objetivos principais: 1) testar o gene 
mitocondrial COI como código de barras de DNA para identificação e discriminação 
de espécies e genótipos do gênero Trypanosoma; 2) utilizar PCR de DNA obtido de 
coágulos sanguíneos como método mais sensível e menos seletivo para 
identificação da diversidade de Trypanosoma spp. que infectam mamíferos silvestres 
de vida livre. O gene COI demonstrou ser um alvo eficiente para a identificação de 
espécies do gênero Trypanosoma, distinguindo T. cruzi de T. cruzi marinkellei, T. 
rangeli e T. dionisii. Além disso, foi possível discriminar cinco das sete DTUs de T. 
cruzi. Com o uso de COI foi possível observar diversidade em T. c. marinkellei, T. 
rangeli e intra-DTUs de T. cruzi. Paralelamente, o caso de uma criança de 2 anos 
que veio à óbito em decorrência de doença de Chagas aguda adquirida por via oral 
nos fez conduzir um estudo sobre as DTUs que infectaram a criança e o cenário 
ecoepidemiológico deste caso. No tecido cardíaco da criança foram identificadas as 
DTUs TcI, TcII, TcIII e TcIV de T. cruzi, além de T. dionisii. O encontro de T. dionisii, 
até aquele momento descrito como restrito a quirópteros, mostrou que o espectro de 
hospedeiros desta espécie estava sendo subestimado. Além disso, essa infecção 
mista que incluiu vários genótipos de T. cruzi, além de T. dionisii, levanta a questão 
sobre a importância de infecções mistas na patogenicidade da doença de Chagas. A 
PCR de DNA de coágulos sanguíneos demonstrou ser uma técnica sensível porque 
foi possível detectar infecção por T. cruzi, mesmo em animais com sorologia e 
hemocultura negativas, além de identificar Trypanosoma spp. que são de difícil 
crescimento em cultura. Infecção por Trypanosoma spp. foi detectada em 95/120 
(79,2%) amostras. T. cascavelli, T. dionisii e T. lainsoni apresentaram um maior 
espectro de espécies de hospedeiros e distribuição geográfica. Entretanto, não é 
possível atribuir qual o papel desempenhado por esses hospedeiros na manutenção 
e no ciclo de transmissão dessas espécies de tripanosoma. Nossos resultados 
ampliaram o conhecimento da distribuição geográfica de T. cruzi TcII, T. rangeli A, T. 
sp. Neobats 2 e 3, T. janseni e T. gennarii, além de identificarmos duas novas 
Unidades Taxonômicas Operacionais Moleculares (MOTUs). Nosso estudo 
confirmou que a diversidade, distribuição geográfica e espectro de hospedeiros de 
Trypanosoma spp. ainda são subestimados.  
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ABSTRACT 
 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Marina Silva Rodrigues 

The genus Trypanosoma is a heterogeneous taxon that includes flagellated 
hematozoa that are obligatory parasites. These trypanosomes infect invertebrates 
and all vertebrate classes. However, the extent of species and genotype diversity, 
host spectrum, and geographic distribution of the Trypanosoma genus remain largely 
unknown. In this study we had two main objectives: 1) to test the mitochondrial gene 
COI as a DNA barcode for identification and discrimination of species and genotypes 
of the genus Trypanosoma; 2) to use PCR of DNA obtained from blood clots as a 
more sensitive and less selective method to identify the diversity of Trypanosoma 
spp. which infect free-ranging wild mammals. The COI gene has been shown to be 
an efficient target for the identification of species of the genus Trypanosoma, 
distinguishing T. cruzi from T. cruzi marinkellei, T. rangeli and T. dionisii. In addition, 
it was possible to discriminate five of the seven T. cruzi DTUs. With the use of COI it 
was possible to observe diversity in T. c. marinkellei, T. rangeli and intra-DTUs of T. 
cruzi. At the same time, the case of a 2-year-old child who died due to acute Chagas' 
disease acquired orally led us to conduct a study on the DTUs that infected the child 
and the ecoepidemiological scenario of this case. In the cardiac tissue of the child, T. 
cruzi DTUs TcI, TcII, TcIII and TcIV, as well as T. dionisii, were identified. The 
encounter of T. dionisii, until that moment described as restricted to chiropterans, 
showed that the host spectrum of this species was being underestimated. In addition, 
this mixed infection that included several genotypes of T. cruzi, in addition to T. 
dionisii, raises the question about the importance of mixed infections in the 
pathogenicity of Chagas disease. PCR of DNA from blood clots proved to be a 
sensitive technique because it was possible to detect T. cruzi infection, even in 
animals with negative serology and hemoculture, in addition to identifying 
Trypanosoma spp. which are difficult to grow in culture. Trypanosoma spp. was 
detected in 95/120 (79.2%) samples. T. cascavelli, T. dionisii and T. lainsoni 
presented a larger spectrum of host species and geographical distribution. However, 
it is not possible to determine the role played by these hosts in the maintenance and 
transmission cycle of these trypanosome species. Our results increased the 
knowledge of the geographical distribution of T. cruzi TcII, T. rangeli A, T. sp. 
Neobats 2 and 3, T. janseni and T. gennarii, besides identifying two new Molecular 
Operational Taxonomic Units (MOTUs). Our study confirmed that the diversity, 
geographic distribution and host spectrum of Trypanosoma spp. are still 
underestimated. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O gênero Trypanosoma 

O gênero Trypanosoma Gruby, 1843 (Euglenozoa Cavalier-Smith, 1981; 

Kinetoplastea Honigberg, 1963; Trypanosomatida Hollande, 1952; 

Trypanosomatidae Doflein, 1951) inclui hematozoários flagelados que são parasitas 

obrigatórios. Trypanosoma spp. infectam invertebrados e todas as classes de 

vertebrados: anfíbios, aves, mamíferos, peixes e répteis (Hoare, 1972; Viola et al., 

2009; Lemos et al., 2015; Cooper et al., 2017; Spodareva et al., 2018). 

As espécies do gênero Trypanosoma diferem consideravelmente em relação 

ao espectro de seus hospedeiros, vetores e a capacidade de colonizar tecidos. O 

gênero Trypanosoma inclui parasitas descritos como especialistas, como é o caso 

de Trypanosoma caninum até o momento considerado restrito a cães (Barros et al., 

2015; Oliveira et al., 2015), e espécies consideradas generalistas, como 

Trypanosoma cruzi que infecta quase todos os tecidos de centenas de espécies de 

mamíferos (Hoare, 1972).  

As estratégias de dispersão de Trypanosoma spp. através da eliminação das 

formas infectivas pelas fezes ou pela saliva do vetor fez com que Hoare (1972) 

propusesse a divisão das espécies em dois grandes grupos: seção Stercoraria e 

seção Salivaria (Figura 1). A observação de formas infectivas nas fezes e na saliva e 

a morfologia semelhante a T. lewisi fez com que T. rangeli fosse primeiramente 

classificado no subgênero Herpetosoma, seção Stercoraria, como uma espécie 

atípica (Hoare, 1972). Añez em 1982 propôs a mudança de T. rangeli para a seção 

Salivaria e a criação do subgênero Tejeraia. Recentemente, Molinari & Moreno 

(2018) recomendaram a substituição do homônimo júnior Tejeraia por Aneza como 

nome válido. A mudança de seção e criação de um novo subgênero aconteceu 

porque T. rangeli apresenta no tubo digestivo do vetor formas tripomastigotas que, 

no entanto, não são infectivas. De fato T. rangeli multiplica-se no intestino de 

triatomíneos (gênero Rhodnius), completam seu desenvolvimento nas glândulas 

salivares e a transmissão acontece exclusivamente pela picada do inseto (Maia da 

Silva et al., 2009). Atualmente se sabe que T. rangeli, incluído no clado T. cruzi, 

apresenta maior proximidade filogenética com os tripanosomas do velho mundo do 

que com Schizotrypanum (Espinosa-Álvarez et al., 2018). Até o momento não há 
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evidências inequívocas de multiplicação de T. rangeli no hospedeiro vertebrado 

(Guhl & Vallejo, 2003; de Sousa et al., 2008; Ferreira et al., 2015) e formas 

intracelulares ainda não foram confirmadas (Espinosa-Álvarez et al., 2018). 

 

 

Figura 1: Espécies do gênero Trypanosoma: seções Stercoraria e Salivaria.  

Fonte: adaptado de World Health Organization (WHO) technical report, 1986.  

 

A seção Stercoraria se caracteriza por incluir espécies cujo desenvolvimento 

é finalizado no trato digestivo posterior do inseto e a transmissão é contaminativa, ou 

seja, as formas metacíclicas, que são as infectivas, são diferenciadas na ampola 

retal e eliminadas nas fezes do inseto vetor.  

A seção Salivaria engloba espécies cujo desenvolvimento é finalizado no trato 

anterior do tubo digestivo do inseto vetor e a transmissão é inoculativa, ou seja, as 

formas metacíclicas são passadas ao hospedeiro mamífero durante o repasto 

sanguíneo do inseto vetor. O desenvolvimento no tubo digestivo e nas glândulas 

salivares do inseto varia de acordo com as espécies de tripanosoma (Hoare, 1972; 

Claes et al., 2005; Desquesnes et al., 2013; Ooi et al., 2016; Ponte-Sucre, 2016).  

1.2 Filogenia do gênero Trypanosoma  

O gênero Trypanosoma é monofilético, ou seja, deriva de um ancestral 

comum a todas as espécies (Leonard et al., 2011). Atualmente, a separação deste 

gênero tem sido feita em pequenos grupos denominados clados, que reúnem 

espécies ou unidades taxonômicas que compartilham o mesmo ancestral (Hamilton 

& Stevens, 2017). Na proposta de filogenia mais recente obtida com os genes 18S 
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(SSU rDNA) e gGAPDH, o gênero Trypanosoma pode ser dividido em 11 clados 

principais (Acosta et al., 2013; Botero et al., 2013; Ferreira et al., 2017; Hamilton & 

Stevens, 2017; Ortiz et al., 2018) (Figura 2).  

 

 

Figura 2: Clados de espécies do gênero Trypanosoma.  

Fonte: adaptado de Botero et al., 2013 e Ferreira et al., 2017.  

 

CLADO T. CRUZI: reúne tripanosomas de mamíferos do velho e do novo 

mundo. Triatomíneos e cimicídios são reconhecidos como vetores de algumas 
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espécies deste clado. Entretanto, informações do ciclo de transmissão e vetores da 

maior parte das espécies deste clado permanecem desconhecidas.  

CLADO DE TRIPANOSOMAS DE COBRAS-LAGARTOS/MARSUPIAIS-

ROEDORES: classicamente considerado como restrito a répteis. Recentemente 

foram posicionados neste clado tripanosomas identificados em mamíferos, a saber, 

Trypanosoma freitasi e Trypanosoma lainsoni de marsupiais e roedores, 

respectivamente (Ortiz et al., 2018). Pouco se sabe sobre o ciclo de transmissão 

desses tripanosomas.  Os achados de flebotomíneos infectados por tripanosoma de 

lagarto (T. varani) e por um tripanosoma filogeneticamente próximo aos 

tripanosomas identificados em cobras (Trypanosoma sp. 910) sugerem que 

flebotomíneos sejam possíveis vetores de tripanosomas desse clado (Minter-

Goedbloed et al., 1993; Viola et al., 2008). 

CLADO T. BRUCEI: inclui espécies que causam doenças severas em 

humanos e animais e que são transmitidos pela via inoculativa. Os tripanosomas 

deste clado são transmitidos por moscas dos gêneros Glossina, Tabanus ou 

Stomoxys. Alguns tripanosomas deste clado causam a doença conhecida como 

Nagana, amplamente distribuída pelo cinturão tsé-tsé. Essa doença acomete 

principalmente o gado bovino causando perdas econômicas na produção de carne, 

leite e na agricultura, onde esses animais são utilizados na tração rural. O gado 

bovino da África Ocidental e animais silvestres são aparentemente resistentes 

devido a mecanismos ainda não conhecidos (Connor, 1994; Abebe et al., 2017). 

CLADO DE TRIPANOSOMAS DE ANIMAIS AQUÁTICOS: inclui tripanosomas 

descritos em animais aquáticos e semiaquáticos: peixes, anfíbios, répteis e no 

mamífero ornitorrinco. Contudo, este clado também inclui um tripanosoma 

identificado em camaleão (T. thereziene), um exemplo de mudança evolutiva de 

hospedeiro aquático para terrestre (Stevens et al., 2001). Sanguessugas são vetores 

de tripanosomas deste clado.  

CLADO T. THEILERI: compreende tripanosomas que infectam gado (bovino e 

bubalino) e marsupiais. Recentemente T. theileri foi descrito no morcego hematófago 

Desmodus rotundus (Ramírez et al., 2014). Bois e búfalos que vivem em simpatria 

são infectados por diferentes genótipos de T. theileri, sendo um exemplo de 

especificidade parasitária (Garcia et al., 2011). Tabanídeos e carrapatos são 

considerados vetores desses tripanosomas.  

CLADO T. LEWISI: compreende tripanosomas identificados em diversas 

espécies de roedores, em lagomorfos e primatas (Maia da Silva et al, 2010; Ortiz et 
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al., 2018). T. lewisi, a espécie mais conhecida deste clado, está amplamente 

dispersa no velho e no novo mundo (Ortiz et al., 2018). Além de infectar mais de 100 

espécies de roedores, T. lewisi foi identificado em humanos (Desquesnes et al., 

2016; Ortiz et al., 2018). Pulgas são vetores confirmados de alguns tripanosomas 

deste clado, o que poderia justificar a transmissão de T. lewisi de roedores para 

humanos.  

CLADO DE TRIPANOSOMAS DE AVES: inclui tripanosomas descritos em 

diversas espécies de aves. Contudo, T. avium, Trypanosoma sp. AAT e outros 

genótipos deste clado foram identificados em marsupiais na Austrália (Averis et al., 

2009; Cooper et al., 2018), sugerindo que tripanosomas desse clado podem 

apresentar um caráter mais generalista com relação aos seus hospedeiros. 

Mosquitos e insetos da família Simulidae são considerados vetores desses 

tripanosomas.  

CLADO DE TRIPANOSOMAS DE MARSUPIAIS AUSTRALIANOS: leva este 

nome por, inicialmente, incluir apenas tripanosomas isolados de marsupiais da 

Austrália. Atualmente engloba tripanosomas identificados em texugo (Trypanosoma 

pestanai, no Reino Unido) e cão (Trypanosoma caninum, no Brasil) (Lizundia et al., 

2011; Barros et al., 2015). O genótipo G1 de T. copemani é encontrado somente no 

sangue enquanto o genótipo G2 é capaz de invadir células de marsupiais e é 

proposto como responsável pelo declínio de uma espécie de marsupial ameaçada 

(Botero et al., 2016; Cooper et al., 2018). Carrapatos e pulgas são possíveis vetores 

desses tripanosomas (Lizundia et al., 2011; Thompson & Thompson, 2015).  

CLADO T. IRWINI: composto por tripanosomas identificados em mamíferos e 

aves, indicando que esses tripanosomas infectam hospedeiros filogeneticamente 

distantes. Carrapatos são possíveis vetores (Thompson & Thompson, 2015).  

CLADO DE TRIPANOSOMAS DE CROCODILIANOS: inclui tripanosomas de 

crocodilianos da África e América do Sul. Moscas tsé-tsé são vetores de alguns 

tripanosomas deste clado Hamilton & Stevens, 2017. 

CLADO T. TERRESTRIS: até o momento composto somente pela espécie 

Trypanosoma terrestris descrita em antas (Tapirus terrestris). Em infecção 

experimental T. terrestris não infectou camundongos BALB/c, o que para os autores 

é uma sugestão de especificidade em relação ao hospedeiro (Acosta et al., 2013). O 

vetor deste tripanosoma permanece desconhecido. 

Inicialmente a separação de tripanosomas em clados correspondia também a 

um determinado grupo de hospedeiros (espécie, ordem). Contudo, com o avanço no 
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conhecimento da diversidade de Trypanosoma spp. e de seus hospedeiros 

observamos que poucos clados permanecem restritos. 

1.3 Trypanosoma cruzi 

T. cruzi, agente etiológico da doença de Chagas ou Tripanosomíase 

Americana (Carlos Chagas,1909), é uma das espécies mais estudadas do gênero 

Trypanosoma. Os ciclos de vida e de transmissão de T. cruzi são dos mais 

conhecidos (Figura 3). Contudo, algumas questões permanecem não respondidas 

mesmo após cem anos de sua descoberta. 

                 

Figura 3: Ciclo de vida de T. cruzi. A partir de um hospedeiro infectado, (A) o 

triatomíneo (Hemiptera: Reduviidae) realiza o repasto sanguíneo ingerindo 

tripomastigotas no sangue. (B) Os parasitas se diferenciam em epimastigotas e 

entram no intestino médio do triatomíneo, (C) onde se replicam por fissão binária. 

(D) No intestino posterior, os parasitas se diferenciam nas formas infectantes 
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tripomastigotas metacíclicas, que são depositadas nas fezes do triatomíneo no local 

da picada. (E) Os tripomastigotas metacíclicos entram na corrente sanguínea do 

hospedeiro através do local da picada do inseto ou por mucosas ou abrasão na pele 

infectando as células hospedeiras e (F) diferenciam-se em amastigotas, (G) 

replicam-se por fissão binária, (H) diferenciam-se novamente em tripomastigotas. (I) 

Quando as células rompem, tripomastigotas são eliminados na corrente sanguínea e 

(J) infectam novas células hospedeiras.  

Fonte: adaptado de Perez et al., 2014. 

 

 

T. cruzi é um organismo diploide com genoma distribuído em pares de 

cromossomos homólogos (Zingales, 2018). Esse parasita apresenta linhagens 

genéticas bem definidas com uma estrutura populacional predominantemente clonal 

(Tibayrenc & Ayala, 2015), com raros eventos de trocas genéticas e hibridização 

(Tomasini & Diosque, 2015; Zingales, 2018). Contudo, heterogeneidade em T. cruzi 

é relatada desde Carlos Chagas (1909) que observou diferentes formas do parasita.  

Técnicas biológicas, bioquímicas e moleculares têm sido utilizadas na 

identificação e discriminação de T. cruzi, suas formas e subpopulações o que levou 

a diferentes designações (biodemas, zimodemas, linhagens, DTUs, clados 

mitocondriais (mtTcI, mtTcII e mtTcIII) (Andrade, 1974 apud Andrade & Magalhães, 

1997; Miles et al., 1978 apud Miles et al., 1981; Souto et al., 1996; Tibayrenc, 1998; 

Barnabé et al., 2016). Atualmente permanece a designação DTUs (do inglês discrete 

typing units) ou unidades discretas de tipagem. No táxon são reconhecidas seis 

DTUs e um genótipo nomeado Tcbat que, provavelmente, será classificado como 

sétima DTU (Marcili et al., 2009; Zingales et al., 2012). Contudo, ainda não há um 

consenso sobre qual é a metodologia mais sensível e adequada para identificação 

dessas DTUs (Brenière et al., 2016). 

Correlações da forma ou linhagem de T. cruzi com a manifestação clínica da 

doença de Chagas, hospedeiros e distribuição geográfica são propostas desde a 

descoberta do parasita (Zingales et al., 2012). A DTU TcI, por exemplo, foi durante 

muitos anos correlacionada com didelfídeos (O’Connor et al., 2007) e TcIII 

associada com tatus (Llewellyn et al., 2009; Acosta et al., 2017). Até bem pouco 

tempo pensava-se que TcII estava restrita às regiões abaixo da bacia Amazônica 

(Zingales et al., 2012). Contudo, esta DTU foi descrita em diferentes estados 

brasileiros da região Amazônica, Colômbia, Suriname, México e Estados Unidos 
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(Ibáñez-Cervantes et al., 2013; Lima et al., 2014; Ramírez et al., 2014; Herrera et al., 

2015; Lima et al., 2015a). Associação de T. cruzi com manifestação clínica, espécie 

hospedeira ou bioma nunca foi inequivocamente comprovada (del Puerto et al., 

2010; Jansen et al., 2018; Roman et al., 2018). 

T. cruzi é transmitido através das fezes de dezenas de espécies de 

triatomíneos (Hemiptera: Reduviidae) que entram em contato com mucosas ou 

abrasões na pele (via contaminativa), por via oral, transfusão de sangue, transplante 

de órgãos e por via congênita. Atualmente a via oral é a via com maior número de 

casos, principalmente na região Amazônica (Coura, 2015). T. cruzi infecta quase 

todos os tipos de células de mais de 100 espécies de mamíferos. O parasita está 

distribuído do sul dos Estados Unidos ao sul da América Latina (Brenière et al., 

2016). No Brasil, é encontrado em todos os biomas (Jansen et al., 2018).  

A Tripanosomíase Americana é, primariamente, uma enzootia silvestre, 

portanto a via oral é, provavelmente, a mais comum e importante no ciclo silvestre 

por predação de mamíferos e triatomíneos infectados (Coura, 2015). Marsupiais e 

morcegos são reconhecidos como antigos hospedeiros de T. cruzi e outros 

tripanosomatídeos (Stevens et al., 1998; Briones et al., 1999; Hamilton et al., 2012) e 

descritos como “bioacumuladores” de parasitas através da predação (Cleaveland et 

al., 2006; Jansen et al., 2018). 

1.4 Ordem Didelphimorphia e infecções por Trypanosoma spp. 

A origem dos marsupiais é controversa, uma das hipóteses indica que a 

divergência entre mamíferos metatérios (marsupiais) e eutérios (placentários) 

ocorreu durante o Cretáceo no “supercontinente norte” (Laurasia) que englobava 

América do Norte, Europa e Ásia, com achados fósseis de marsupiais na América do 

Norte e na Ásia que datam entre 110 e 125 milhões de anos (Luo et al., 2003; 

Krause & Krause, 2006; Svartman, 2009; Williamson et al., 2014; Bennett et al., 

2018). Outros autores sugerem a origem no “supercontinente sul” (Gondwana) na 

atual América do Sul (Reig, 1961 apud Jansen, 2002; Nilsson et al., 2010). 

Atualmente, marsupiais são encontrados somente nas Américas e na Austrália. 

Contudo, indivíduos da ordem Didelphimorphia são encontrados somente no 

continente americano. 

Dentre os marsupiais, a ordem Didelphimorphia é a mais rica em número de 

espécies e está presente nas três Américas (Svartman, 2009). Esta ordem é 
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composta por 19 gêneros e 100 espécies (Rossi & Bianconi, 2011). No Brasil foram 

descritos 16 gêneros e 55 espécies (Rossi & Bianconi, 2011; Loyola et al., 2012).  

Marsupiais do gênero Didelphis spp. (conhecido popularmente como gambá, 

saruê, cassaco) são considerados um sucesso evolutivo por terem sofrido poucas 

mudanças anatômicas ao longo de sua história (Austad, 1988; Krause & Krause, 

2006). A ampla distribuição geográfica do gênero Didelphis é devido a sua 

adaptabilidade ao uso de abrigos utilizados previamente por outros animais, 

alimentação generalista, dieta com característica sazonal que modifica de acordo 

com a disponibilidade no ambiente e uso de diferentes estratos (arbóreo e terrestre).  

Didelphis spp. e triatomíneos ocupam, frequentemente, o mesmo habitat, 

como palmeiras, ocos de árvores e tocas abandonadas de outros animais (Rossi & 

Bianconi, 2011). Por utilizarem todos os estratos florestais, serem nômades e 

onívoros; didelfídeos estão expostos a todos os ciclos de transmissão de T. cruzi e 

outros tripanosomas no ambiente natural e provavelmente se infectam com 

frequência por via oral. De fato, esses marsupiais são conhecidos reservatórios de 

T. cruzi (Deane et al., 1984; Jansen et al., 2018). Anteriormente, a origem do clado 

T. cruzi foi associada à fauna marsupial com a hipótese de que tripanosomas que 

infectavam os ancestrais dos marsupiais provavelmente se dispersaram com seus 

hospedeiros pelo “supercontinente sul” (Stevens et al., 1998; Stevens et al., 1999; 

Lopes et al., 2018).  

Didelfídeos são também hospedeiros de numerosas outras espécies de 

Trypanosoma: T. rangeli, T. freitasi, T. gennarii, T. janseni, T. dionisii e T. cascavelli 

(Rêgo et al., 1957 apud Rocha e Silva et al., 1976; Maia da Silva et al., 2007; Dario 

et al., 2017a; Ferreira et al., 2017; Lopes et al., 2018). Destas espécies, T. freitasi, T. 

gennarii e T. janseni foram descritas somente em Didelphimorphia. T. dionisii e T. 

cascavelli eram associados, respectivamente, a morcegos e répteis, mostrando que 

o gênero Trypanosoma é mais generalista em relação aos seus hospedeiros do que 

suposto até o presente. 

1.5 Ordem Chiroptera e infecções por Trypanosoma spp. 

A origem dos morcegos permanece desconhecida, com achados fósseis na 

América do Norte, Europa, África e Austrália (Gunnell & Simmons, 2005). A datação 

mais antiga tem aproximadamente 50 milhões de anos (início do Eoceno) (Gunnell & 



10 

Simmons, 2005; Simmons et al., 2008). Os quirópteros são encontrados em todos os 

ambientes, exceto Antártida (Gunnell & Simmons, 2005). 

Dentre os mamíferos, é na ordem Chiroptera que se encontra a segunda 

maior riqueza de espécies incluindo mais de 175 gêneros e 1300 espécies (Moratelli 

& Calisher, 2015). No Brasil foram identificados 68 gêneros e 178 espécies 

(Nogueira et al., 2014). 

Morcegos são os únicos mamíferos capazes de voar, o que lhes permite 

longos deslocamentos. Morcegos são longevos e, comparativamente, a maioria vive 

mais do que qualquer outro mamífero placentário do mesmo tamanho (Wilkinson & 

South, 2002; Podlutsky et al., 2005; Austad, 2010; Healy et al., 2014). Os morcegos 

podem utilizar abrigos naturais (cavernas, folhas de grande porte, oco de árvore) e 

artificiais (prédios abandonados, porões, sótãos, pontes). Algumas espécies formam 

colônias compostas por dezenas, centenas e, em alguns casos, milhares de 

indivíduos (Moratelli & Calisher, 2015). 

Chiroptera inclui representantes insetívoros, frugívoros, nectarívoros, 

piscívoros, carnívoros (alimentam-se de pequenos roedores, sapos, aves), 

hematófagos e também as espécies onívoras (Moratelli & Calisher, 2015). Contudo, 

a insetivoria é conhecida como a dieta ancestral dos morcegos (Carrilo-Araujo et al., 

2015) e, com exceção dos hematófagos, os quirópteros mantem esse hábito 

alimentar até o presente, o que significa a possibilidade de adquirir infecções por via 

oral na ingestão de triatomíneos (Thomas et al., 2007) ou outros artrópodes 

infectados.  

Na última década foram descritas novas espécies e unidades taxonômicas de 

tripanosomas infectando exclusivamente morcegos. Esses parasitas são, em sua 

maioria, morfologicamente semelhantes e filogeneticamente próximos e passaram a 

constituir o clado T. cruzi (Lima et al., 2012; Lima et al., 2013; Cottontail et al., 2014; 

Lima et al., 2015b; Barbosa et al., 2016). A presença de tripanosomas do clado T. 

cruzi na África e América do Sul, associado ao fato da maioria dessas espécies 

serem aparentemente restritas a quirópteros apoiam a hipótese “bat-seeding” que 

sugere os morcegos como hospedeiros ancestrais de tripanosomas do clado T. cruzi 

e que esses parasitas se dispersaram juntamente com os morcegos entre os 

continentes (Hamilton et al., 2012). O compartilhamento de abrigos entre morcegos, 

insetos hematófagos e mamíferos não-voadores possivelmente possibilitou a 

adaptação de espécies como T. cruzi e T. rangeli, que passaram a infectar outros 

mamíferos (Lima et al., 2013).  
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 As hipóteses que indicam marsupiais ou morcegos como hospedeiros 

ancestrais de tripanosomas do clado T. cruzi não são mutuamente excludentes. A 

proposta mais recente sugere que um ancestral comum dos tripanosomas passou 

por distintos processos de diversificação nessas duas ordens de mamíferos dando 

origem a atual diversidade do clado T. cruzi (Lopes et al., 2018). 

1.6 Identificação de Trypanosoma spp. por “código de barras de DNA” 

Nas últimas duas décadas o método de identificação micro-genômica de 

espécies “código de barras de DNA” ou DNA barcoding começou a ser difundido por 

Paul Hebert e colaboradores (2003a). A proposta do código de barras de DNA é 

utilizar o mesmo marcador para identificar todos os taxa e torná-los comparáveis. O 

método utiliza sequências curtas de DNA de regiões específicas do genoma do 

espécimen em estudo. A sequência adquirida é comparada às sequências de 

indivíduos cuja identidade já está bem estabelecida (Hajibabaei et al., 2007). A 

região de escolha como código de barras deve ser variável o suficiente para captar a 

diversidade e variabilidade interespecífica e, de preferência, intraespecífica 

(Hutchinson & Stevens, 2018). 

O gene de escolha para essa iniciativa foi o gene mitocondrial citocromo c 

oxidase subunidade 1 (COI) para identificação de espécies animais (Hebert et al., 

2003a; Hutchinson & Stevens, 2018). O COI é um gene que codifica uma proteína 

homônima que desempenha papel chave na cadeia de transporte de elétrons 

(Strüder-Kypke & Lynn, 2010). O COI foi proposto pela ausência de íntrons, a rara 

frequência de indels, a ausência de amplificação de pseudogenes em estudos com 

primers degenerados e o relato de alta incidência de substituição nucleotídica, 

quando comparado a outros alvos mitocondriais, possibilitando a discriminação de 

espécies próximas (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b).  

COI tem sido utilizado como padrão de identificação da maior parte dos 

animais e mostrou ser aplicável em estudos com vários taxa de organismos 

multicelulares (Frézal & Leblos, 2008). O uso de COI para identificar protozoários e 

outros organismos unicelulares ainda está em seu estágio inicial, mas tem sido 

demonstrado como promissor para dinoflagelados, amebas, Paramecium sp. (Stern 

et al., 2010; Zhao et al., 2013; Chakraborty et al., 2014). Alguns autores defendem 

que a evolução do gene COI é rápida o suficiente para permitir a discriminação entre 

espécies próximas e para averiguar a diversidade intraespecífica (Hebert et al., 
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2003a; Hebert et al., 2003b). Até o momento, COI apresenta um número limitado de 

sequências-referência para o gênero Trypanosoma depositadas em bancos de 

dados públicos como o GenBank.  Além disso, análises conjuntas de marcadores 

nucleares e mitocondriais podem ser necessárias para distinguir todas as DTUs de 

T. cruzi e outras espécies (Blaxter, 2016). Adicionalmente, ainda não existem 

estudos utilizando COI como marcador de discriminação de Trypanosoma spp. 

Outra região que tem sido proposta como código de barras de DNA é a 

subunidade menor do DNA ribossomal (SSU rDNA), 16S em procariotos e 18S em 

eucariotos (Yilmaz et al., 2014; Hutchinson & Stevens, 2018; Tomé et al., 2018; 

Santacruz et al., 2019). O gene 18S (SSU rDNA) está entre as regiões mais 

utilizadas para identificação de eucariotos, incluindo tripanosomas, o que implica em 

maior número de sequências de diferentes espécies depositadas em banco de 

dados públicos (Xie et al., 2011; D’Avila-Levy et al., 2015; Hutchinson & Stevens, 

2018). Quase toda a filogenia atual dos tripanosomas foi construída com sequências 

de 18S (SSU rDNA) (Hutchinson & Stevens, 2018). Os primers mais utilizados 

atualmente para essa região são aplicáveis à detecção de espécies da família 

Trypanosomatidae (Noyes et al., 1999; Smith et al., 2008).  

1.7 Amostras utilizadas na identificação de Trypanosoma spp. 

Tradicionalmente, a identificação morfológica e molecular de Trypanosoma 

spp. é realizada após amplificação em meios de cultura, que é uma metodologia tida 

como altamente seletiva e pouco sensível. DNA de T. cruzi tem sido extraído a partir 

de amostras de sangue total, soro, coágulos sanguíneos e outros tecidos de 

pacientes com doença de Chagas (Fitzwater et al., 2008; Melo et al., 2015; 

Schijman, 2018).  

Dentre esses materiais, o coágulo sanguíneo é considerado uma fonte 

negligenciada de DNA de parasitas, geralmente descartada após a separação do 

soro. Fitzwater et al. (2008) hipotetizaram que com a centrifugação para separação 

do soro, as formas tripomastigotas de T. cruzi ficariam presas na rede de fribrina e, 

portanto, seriam uma fonte rica de DNA. Coágulos foram descritos como adequados 

para serem armazenados por longos períodos, além de requererem baixos volumes 

(100 - 1000 µL) para extração de DNA (Fitzwater et al., 2008; Lundblom et al., 2011; 

Bank et al., 2013; de Abreu et al., 2018). Além disso, coágulos mostraram ser mais 

eficientes quando comparados ao sangue total (Fitzwater et al., 2008) e já foram 
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utilizados com sucesso no diagnóstico de infecções por T. cruzi, Leishmania spp., 

Plasmodium spp. e Aspergillus spp. (Fitzwater et al., 2008; McCulloch, et al., 2009; 

Lundblom et al., 2011; Costa et al., 2015; Curtis-Robles et al., 2017; de Abreu et al., 

2018). 
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2 JUSTIFICATIVA 

A iniciativa código de barras de DNA tem como objetivo estabelecer um 

marcador molecular de identificação taxonômica universal. Neste sentido, o gene 

mitocondrial COI vem sendo adotado, com sucesso, na identificação de espécies 

pluricelulares quanto em unicelulares, incluindo mamíferos, insetos e protozoários. 

Em relação ao gênero Trypanosoma ainda não havia nenhum estudo com este alvo 

molecular sendo o nosso, o primeiro. Como apresentado neste trabalho, utilizando o 

COI foi possível não apenas distinguir espécies do clado T. cruzi, como também 

alguns genótipos.  

Um aspecto que ainda merece estudo em relação ao gênero Trypanosoma é 

a extensão da diversidade de espécies e genótipos deste grupo. Um dos obstáculos 

é representado pela pressão seletiva exercida pelos meios de cultivo, além de 

parasitemias muito baixas e dificuldade/impossibilidade de cultivo. A caracterização 

de DNA extraído diretamente de coágulos sanguíneos de mamíferos silvestres de 

vida livre mostrou ser uma estratégia menos seletiva, complementar ao hemocultivo, 

que se caracteriza por sua baixa sensibilidade. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Ampliar o conhecimento da diversidade de Trypanosoma spp. de mamíferos 

silvestres de vida livre utilizando código de barras de DNA e coágulos sanguíneos  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Testar o gene COI como alvo para identificação e diferenciação de T. cruzi e 

espécies próximas; 

 Verificar a eficiência do gene COI na discriminação das principais DTUs de T. 

cruzi (TcI e TcII); 

 Identificar, em tecido cardíaco, o(s) genótipo(s) de T. cruzi envolvido(s) no 

caso fatal de doença de Chagas no Espírito Santo; 

 Padronizar a obtenção de DNA a partir de coágulo sanguíneo para 

diagnóstico e caracterização de Trypanosoma spp.; 

 Identificar a diversidade de Trypanosoma spp. em mamíferos silvestres de 

vida livre a partir de DNA obtido de coágulo sanguíneo utilizando PCR nested; 

 Verificar a presença de infecções mistas por tripanosomas em animais 

silvestres de vida livre através da técnica de clonagem gênica.  
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4 RESULTADOS 

Os resultados obtidos serão apresentados no formato de artigos: 

 

Artigo 1. Cytochrome c oxidase subunit 1 gene as a DNA barcode for discriminating 

Trypanosoma cruzi DTUs and closely related species. Parasites & Vectors 10 (2017) 

488: doi: 10.1186/s13071-017-2457-1. 

 

Artigo 2. Ecological scenario and Trypanosoma cruzi DTU characterization of a fatal 

acute Chagas disease case transmitted orally (Espírito Santo state, Brazil). Parasites 

& Vectors 9 (2016) 477: doi: 10.1186/s13071-016-1754-4. 

 

Artigo 3. Uncovering Trypanosoma spp. diversity of wild mammals by the use of 

DNA from blood clots. International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife 8 

(2019) 171-181: doi: 10.1016/j.ijppaw.2019.02.004.  
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Artigo 1. Cytochrome c oxidase subunit 1 gene as a DNA barcode for 

discriminating Trypanosoma cruzi DTUs and closely related species 

 

 

Marina Silva Rodrigues, Karina Alessandra Morelli, Ana Maria Jansen 

 

Publicado na revista Parasites & Vectors 10 (2017) 488. 

doi: 10.1186/s13071-017-2457-1 

 

Identificar os organismos vivos e compará-los sempre foi uma preocupação 

humana. Especificamente em relação ao T. cruzi, devido a sua extrema 

heterogeneidade, diferentes métodos de identificação de suas subpopulações têm 

sido utilizados desde sua descoberta. Mais recentemente, diferentes ferramentas 

moleculares têm sido empregadas sem chegar a uma conclusão sobre o 

agrupamento dos genótipos de T. cruzi. Nossa hipótese é que o gene mitocondrial 

citocromo c oxidase subunidade 1 (COI) pode ser utilizado como uma ferramenta 

molecular única para identificação de T. cruzi e suas principais DTUs. Esse gene é 

largamente utilizado como código de barras para identificação de diversos 

organismos eucariotos, inclusive protozoários. Em relação à Trypanosoma spp., 

poucas sequências estão disponíveis para comparação em bancos de dados 

públicos. Assim sendo, nosso objetivo foi testar o gene COI na identificação de T. 

cruzi, discriminação de suas subpopulações (DTUs) e de espécies filogeneticamente 

próximas. Utilizamos DNA extraído de cultura proveniente de sangue de mamíferos 

silvestres e conteúdo intestinal de triatomíneos. A PCR e sequenciamento de 

fragmento do gene COI demonstrou ser uma ferramenta sensível para a 

identificação de espécies do gênero Trypanosoma, distinguindo T. cruzi de T. cruzi 

marinkellei, T. rangeli e T. dionisii. Além disso, a PCR/sequenciamento desse 

fragmento permitiu discriminar as DTUs TcI, TcII, TcIII, TcIV e Tcbat de T. cruzi, 

além de observar diversidade intra-DTU (TcI, TcII e TcIII).  Foi possível também 

utilizando esse marcador verificar heterogeneidade em T. c. marinkellei, bem como 

reconhecer as linhagens C e D de T. rangeli.  
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Additional file 1: Figure S1. Comparison between TcIV and TcV/TcVI nucleotide sequences 

generated with the cox1 barcode. a Alignment of TcIV sequences with TcV and TcVI shows one 

single nucleotide polymorphism differentiating TcIV samples from the 

hybrids. b Electropherogram confirms the presence of a T (thymine) in TcIV in the same position, 

showing a C (cytosine) in TcV and TcVI sequences. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1186%2Fs13071-017-2457-1/MediaObjects/13071_2017_2457_MOESM1_ESM.tif
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Additional file 2: Figure S2. Comparison between TcI, Tcbat and TcIII nucleotide sequences 
generated with GPI. a Sequence alignment shows one single nucleotide polymorphism 
differentiating TcI from Tcbat and one polymorphism separating TcI from TcIII sequences. B 
Electropherogram confirms the presence of A (adenine) in TcIII sequences in the same position, 
showing a G (guanine) in TcI sequences. The Tcbat sequence was retrieved from GenBank and 
the electropherogram is not publicly available 
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Additional file 3: Table S1 Number of haplotypes, nucleotide diversity and haplotype diversity of 

sequences generated with COI and GPI. 

Group N Haplotype π ± SD Hd ± SD 

COI     

TcI 31 8 0.01276 ± 0.00074 0.832 ± 0.035 

TcII 14 3 0.00143 ± 0.00038 0.538 ± 0.115 

TcIII 4 3 0.00485 ± 0.00192 0.833 ± 0.222 

TcIV 10 1 0.00000 ± 0.00000 0.000 ± 0.000 

TcV/TcVI 4  1 0.00000 ± 0.00000 0.000 ± 0.000 

T. c. marinkellei 7 3 0.02493 ± 0.00872 0.667 ± 0.160 

T. dionisii 5 1 0.00000 ± 0.00000 0.000 ± 0.000 

T. rangeli 2 2 0.05593 ± 0.02796 1.000 ± 0.500 

Group N Haplotype π ± SD Hd ± SD 

GPI     

TcI 31 2 0.00026 ± 0.00014 0.094 ± 0.049 

TcII 14 2 0.00089 ± 0.00016 0.423 ± 0.076 

TcIII 5 2 0.00096 ± 0.00017 0.533 ± 0.095 

TcIV 11 2 0.00040 ± 0.00023 0.173 ± 0.101 

TcV/TcVI 4 1 0.00000 ± 0.00000 0.000 ± 0.000 

T. c. marinkellei 7 5 0.00338 ± 0.00080 0.736 ± 0.107 

T. dionisii 5 1 0.00000 ± 0.00000 0.000 ± 0.000 

T. rangeli 2 2 0.00585 ± 0.00179 0.667 ± 0.204 

N = total number of sequences used in the present study and from GenBank; π = nucleotide diversity; Hd 

= haplotype diversity, SD = standard deviation. 

*GPI haplotypes were inferred after haplotype reconstruction with the algorithm PHASE 

 a
 TcV/TcVI sequences have one haplotype for each allele. 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

Additional file 4: Table S2 Inter- and intraspecific genetic distance based on COI sequences. 

Groups  Min Max Mean 

Inter-DTU    

Tcbat X TcI 0.054 0.064 0.060 

Tcbat X TcII 0.099 0.105 0.103 

Tcbat X TcIII 0.100 0.105 0.102 

Tcbat X TcIV 0.105 0.105 0.105 

Tcbat X TcV/TcVI 0.108 0.108 0.108 

TcI X TcII 0.094 0.118 0.109 

TcI X TcIII 0.100 0.113 0.107 

TcI X TcIV 0.105 0.113 0.110 

TcI X TcV/TcVI 0.105 0.116 0.112 

TcII X TcIII 0.105 0.114 0.111 

TcII X TcIV 0.119 0.124 0.123 

TcII X TcV/TcVI 0.122 0.127 0.126 

TcIII X TcIV 0.020 0.025 0.022 

TcIII X TcV/TcVI 0.023 0.027 0.025 

TcIV X TcV/TcVI 0.002 0.002 0.002 

    

Interspecific    

T. cruzi X T.c.marinkellei 0.101 0.153 0.130 

T.cruzi X T. dionisii 0.130 0.160 0.150 

T. cruzi X T. rangeli 0.147 0.213 0.182 

T.c.marinkellei X T. dionisii 0.135 0.163 0.156 

T.c.marinkellei X T. rangeli 0.157 0.198 0.178 

T. dionisii X T. rangeli 0.151 0.188 0.169 

Intra-DTU    

Tcbat NC NC NC 

TcI 0.000 0.028 0.013 

TcII 0.000 0.004 0.001 
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TcIII 0.000 0.009 0.005 

TcIV 0.000 0.000 0.000 

TcV/TcVI 0.000 0.000 0.000 

    

Intraspecific    

T. cruzi 0.000 0.127 0.076 

T.c.marinkellei 0.000 0.062 0.026 

T. dionisii 0.000 0.000 0.000 

T. rangeli NC NC 0.059 

NC = not calculated. Low number of sequences available for calculation.   

Top: genetic distance between Trypanosoma species T. cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii and T. rangeli 

Bottom: genetic distance within T. cruzi subpopulations, T. c. marinkellei, T. dionisii and T. rangeli 
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Additional file 5: Table S3 Inter- and intraspecific genetic distance based on GPI sequences. 

Groups  Min Max Mean 

Inter-DTU    

Tcbat X TcI 0.002 0.005 0.003 

Tcbat X TcII 0.025 0.028 0.027 

Tcbat X TcIII 0.005 0.005 0.005 

Tcbat X TcIV 0.015 0.017 0.015 

Tcbat X TcV/TcVI 0.005 0.025 0.015 

TcI X TcII 0.022 0.028 0.024 

TcI X TcIII 0.002 0.005 0.003 

TcI X TcIV 0.012 0.015 0.013 

TcI X TcV/TcVI 0.002 0.022 0.013 

TcII X TcIII 0.025 0.028 0.027 

TcII X TcIV 0.027 0.033 0.029 

TcII X TcV/TcVI 0.000 0.028 0.014 

TcIII X TcIV 0.015 0.017 0.015 

TcIII X TcV/TcVI 0.000 0.025 0.012 

TcIV X TcV/TcVI 0.015 0.030 0.021 

    

Interspecific    

T. cruzi X T.c.marinkellei 0.028 0.046 0.036 

T.cruzi X T. dionisii 0.071 0.087 0.078 

T. cruzi X T. rangeli 0.129 0.145 0.137 

T.c.marinkellei X T. dionisii 0.056 0.064 0.059 

T.c.marinkellei X T.rangeli 0.132 0.142 0.138 

T. dionisii X T. rangeli 0.127 0.130 0.128 

Intra-DTU    

Tcbat NC NC NC 

TcI 0.000 0.002 0.000 

TcII 0.000 0.002 0.001 
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TcIII 0.000 0.000 0.000 

TcIV 0.000 0.002 0.000 

TcV/TcVI 0.000 0.025 0.010 

    

Intraspecific    

T. cruzi 0.000 0.030 0.013 

T.c.marinkellei 0.000 0.010 0.000 

T. dionisii 0.000 0.000 0.000 

T. rangeli NC NC 0.007 

NC = not calculated. Low number of sequences available for calculation 

Top: genetic distance between Trypanosoma species T. cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii and T. rangeli 

Bottom: genetic distance within T. cruzi subpopulations, T. c. marinkellei, T. dionisii and T. rangeli. 
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Additional file 6: Table S4 COI sequences partition into groups inferred with ABGD, 

based on Kimura 2-parameters. 

Groups 

Nº  

of 

sequences 

Sequence code DTU 

T. cruzi    

Group 1 1 TCC1994 Tcbat 

Group 2 5 COLTRYP115,COLTRYP468,COLTRYP018, 

COLTRYP003, COLTRYP084 

TcI 

Group 3 5 COLTRYP126, COLTRYP339, Silvio, 

COLTRYP053, COLTRYP055 

TcI 

Group 4 1 COLTRYP036 TcI 

Group 5 9 COLTRYP128,COLTRYP356,COLTRYP36, 

Ep88115, COLTRYP048, COLTRYP103, 

COLTRYP038,COLTRYP039,COLTRYP087 

TcI 

Group 6 7 COLTRYP136, COLTRYP224, Ep88127, 

Ep88132, Ep88135, Dm28c, COLTRYP042 

TcI 

Group 7 1 COLTRYP220 TcI 

Group 8 2 COLTRYP305, COLTRYP362 TcI 

Group 9 1 Colombiana TcI 

Group 10 14 COLTRYP043,COLTRYP062,COLTRYP063, 

COLTRYP072,COLTRYP081,COLTRYP099, 

Ep88121, Ep88130, Y, Esmeraldo, 

COLTRYP006,COLTRYP021,COLTRYP061, 

COLTRYP121 

TcII 
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Group 11 4 COLTRYP029,COLTRYP113,COLTRYP370, 

3663 

TcIII 

Group 12 10 4167, COLTRYP471,  COLTRYP524, 

COLTRYP527,COLTRYP528,COLTRYP529, 

COLTRYP531,COLTRYP532, 

COLTRYP041, COLTRYP526 

TcIV 

Group 13 5 Bug2148, CLBrener, Sc43, 

Tulacl2, CLBrener (GenBank) 

TcV/TcVI 

T.c.marinkellei    

Group 1 4 COLTRYP107,B7, 

COLTRYP117,COLTRYP143 
 

Group 2 2 COLTRYP576, COLTRYP577  

Group 3 1 TCC344  

T. dionisii    

Group 1 5 COLTRYP596,COLTRYP598, 

COLTRYP621, COLTRYP622,COLTRYP623 
 

T. rangeli    

Group 1 1 R1625  

Group 2 1 SC58  
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Additional file 7: Table S5 GPI sequences partition into groups inferred with ABGD, based on Kimura 

2-parameters. 

Groups 
Nº  

of sequences 
Sequence code DTU 

T. cruzi    

Group 1 1 TCC1994 Tcbat 

Group 2 31 OPS21cl11, COLTRYP115, COLTRYP126, 

COLTRYP128, COLTRYP136, COLTRYP220, 

COLTRYP224, COLTRYP305, COLTRYP339, 

COLTRYP356, COLTRYP362, COLTRYP368, 

COLTRYP468, Ep88115, Ep88127, Ep88132, 

Ep88135, Colombiana, Dm28c, COLTRYP048, 

COLTRYP018, COLTRYP103, COLTRYP053, 

COLTRYP003, COLTRYP036, COLTRYP038, 

COLTRYP039, COLTRYP042, COLTRYP055, 

COLTRYP084, COLTRYP087 

TcI 

Group 3 10 COLTRYP043, COLTRYP062, COLTRYP063, 

COLTRYP072, COLTRYP081, COLTRYP099, 

Ep88130, Y, COLTRYP061, Ep88121 

TcII 

Group 4 10 COLTRYP121, COLTRYP006, COLTRYP021, 

Tu18cl2, CLBrener allele1(GenBank), Bug2148 

allele1(GenBank), Sc43 allele1, Tulacl2 allele1, 

Bug2148 allele1, CLBrener allele1 

TcII/TcV/TcVI 
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Group 5 11 COLTRYP029, COLTRYP113, COLTRYP370, 3663, 

M6241cl6, CLBrener allele2(GenBank), Bug2148 

allele2(GenBank), Sc43 allele2, Tulacl2 allele2, 

Bug2148 allele2, CLBrener allele2 

TcIII/TcV/TcVI 

Group 6 10 4167, COLTRYP471, COLTRYP524, COLTRYP527, 

COLTRYP528, COLTRYP529, COLTRYP531, 

COLTRYP532, COLTRYP041, COLTRYP526 

TcIV 

Group 7 1 CANIIIcl1 TcIV 

T. c. marinkellei    

Group 1 4 COLTRYP107, B7, COLTRYP117, COLTRYP143 
 

Group 2 2 COLTRYP576  

Group 3  COLTRYP577  

Group 4 1 TCC344  

T. dionisii    

Group 1 5 COLTRYP596,COLTRYP598, COLTRYP621, 

COLTRYP622, COLTRYP623 
 

T. rangeli    

Group 1 1 R1625  

Group 2 1 RGB  
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Artigo 2. Ecological scenario and Trypanosoma cruzi DTU characterization of a 

fatal acute Chagas disease case transmitted orally (Espírito Santo state, Brazil) 

 

 

 

Maria Augusta Dario, Marina Silva Rodrigues, Juliana Helena da Silva Barros, 

Samanta Cristina das Chagas Xavier, Paulo Sérgio D’Andrea, André Luiz Rodrigues 

Roque, Ana Maria Jansen 

 

Publicado na revista Parasites & Vectors 9 (2016) 477.  

doi: 10.1186/s13071-016-1754-4 

 

Analisamos o DNA de tecido cardíaco de uma criança de 2 anos que veio à 

óbito em decorrência de doença de Chagas (DC) aguda adquirida por via oral, no 

estado do Espírito Santo. O estudo teve por objetivo determinar quais DTUs de T. 

cruzi estavam relacionadas com este caso fatal de DC. A criança havia manipulado 

e levado à boca um triatomíneo da espécie Triatoma vitticeps, considerado um vetor 

secundário na transmissão de T. cruzi. A extrema gravidade e rapidez com que 

evoluiu este quadro de DC nos fez conduzir um estudo sobre o cenário 

ecoepidemiológico deste caso. Assim sendo, DNA foi extraído a partir de blocos de 

parafina em que estava incluído o tecido cardíaco da criança, gentilmente cedido 

pela Secretaria de Saúde. Análise molecular por PCR, sequenciamento e clonagem 

gênica da região V7V8 do gene 18S (SSU) possibilitaram a identificação de infecção 

mista pelas DTUs TcI, TcII, TcIII e TcIV, além da presença de T. dionisii, que até o 

momento havia sido identificado somente em morcegos. Foram testados também os 

animais do peridomicílio, que tiveram resultados negativos no hemocultivo. O estudo 

demonstra a importância de se considerar infecções mistas por espécies e genótipos 

do gênero Trypanosoma no estabelecimento da patogenia da DC.  
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Additional file 1 Trypanosoma cruzi and Trypanosoma dionisii GenBank 

accession numbers for the 1f8, GPI and 18SrRNA genes. 

Sample Gene Molecular 

characterization 

GenBank accession 

number 

Cardiac tissue 1f8 DTU TcIV KT983981 

Cardiac tissue GPI DTU TcIV KT737478 

Cardiac tissue 18S rRNA T. dionisii KR905432 

Clone 1 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905433 

Clone 2 V7V8 SSU rRNA T. dionisii KR905444 

Clone 3 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905434 

Clone 4 V7V8 SSU rRNA DTU TcI KR905435 

Clone 5 V7V8 SSU rRNA DTU TcIII KR905436 

Clone 6 V7V8 SSU rRNA DTU TcII KR905437 

Clone 7 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905438 

Clone 8 V7V8 SSU rRNA DTU TcIII KR905439 

Clone 9 V7V8 SSU rRNA DTU TcIII KR905440 

Clone 10 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905441 

Clone 12 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905442 

Clone 14 V7V8 SSU rRNA DTU TcIV KR905443 

Clone 15 V7V8 SSU rRNA T. dionisii KR905445 

Clone 16 V7V8 SSU rRNA T. dionisii KR905446 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

Additional file 2 Alignment sequences from Trypanosoma cruzi, Trypanosoma cruzi marinkellei, Trypanosoma dionisii species 

isolates, and V7V8 SSU rRNA clones obtained from cardiac tissue. The dots are representing same base position for T. cruzi. The 

stars are representing same base position for T. dionisii. 

Isolate/clone 
Nucleotide position 

190 200 221 316 393-401 414-415 430-432 448 465 481-483 494 

T. cruzi Dm28c T A A C TTATTCCA TT TGG T A GCA T 

T. cruzi Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

T. cruzi 3663 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

T. cruzi CANIII cl1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

T. cruzi SO3 cl5 clone 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

T. cruzi TCC/USP: 499 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
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Clone 9 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Clone 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

T. c. marinkellei TryCC 1093 . . . A . . . . . . . . -  - . . . . . . . . . 

T. dionisii TCC/USP: 495 C T G A ATGATATC CA GCA G G ACG C 

Clone 2 * * * *   * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Clone 15 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Clone 16 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

-  - Gap position 
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Artigo 3. Uncovering Trypanosoma spp. diversity of wild mammals by the use 

of DNA from blood clots 

 

 

Marina Silva Rodrigues, Luciana Lima, Samanta Cristina das Chagas Xavier, Heitor 

Miraglia Herrera, Fabiana Lopes Rocha, André Luiz Rodrigues Roque, Marta Maria 

Geraldes Teixeira, Ana Maria Jansen 

 

Publicado na revista International Journal for Parasitology:  

Parasites and Wildlife 8 (2019) 171-181 

doi: 10.1016/j.ijppaw.2019.02.004 

 

 

Estudos anteriores do nosso grupo trouxeram à tona questionamentos sobre 

especificidade parasitária e a pressão seletiva exercida pelos métodos de cultivo de 

Trypanosoma spp. Infecções por tripanosomas são comumente detectadas através 

de testes parasitológicos indiretos e de baixa sensibilidade (hemocultivo, 

xenodiagnóstico). Este trabalho teve por objetivos padronizar e analisar o uso de 

coágulos sanguíneos como um método menos seletivo e de baixo custo para o 

diagnóstico da infecção e identificação da diversidade de Trypanosoma spp. em 

mamíferos silvestres de vida livre. A extração de DNA de tripanosomas diretamente 

de coágulo, seguida de PCR e sequenciamento, proporcionou a identificação e 

caracterização de Trypanosoma spp. em 95/120 (79,2%) amostras, na sua maioria 

proveniente de indivíduos que apresentaram hemocultura e testes sorológicos 

negativos. Nos coágulos identificamos duas novas Unidades Taxonômicas 

Operacionais Moleculares (MOTUs) e infecções mistas. Além disso, foi possível 

observar um espectro mais amplo de hospedeiros e distribuição geográfica para as 

espécies T. dionisii, T. lainsoni e T. cascavelli, além de expandir o conhecimento 

sobre as áreas de distribuição de T. cruzi TcII, T. rangeli A, T. sp. Neobats 2 e 3, T. 

janseni e T. gennarii. 
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Highlights  

 

 Blood clots are suitable as DNA source for Trypanosoma spp. identification   

 Detection of T. cruzi infection in seronegative wild mammals by PCR of blood clots 

 Trypanosoma spp. identified in individuals with negative hemoculture 

 T. dionisii, T. cascavelli and T. lainsoni have a broader host spectrum 

 Two new MOTUs were identified in Didelphis sp. and Carollia sp. 

 

 

 

Graphical abstract  
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Supplementary Table S1. Host species, geographical origin, hemoculture, serology and molecular identification of Trypanosoma spp. in blood clots 

from Carnivora, Chiroptera, and Didelphimorphia 

Sample ID Host order Host species State/Biome 

Serology 

IFAT 

(T. cruzi) 

Molecular 

identification 

(18S SSU) 

GenBank 

accession 

number 

bCth744 Carnivora Cerdocyon thous RS/Pampa 1/10 T. cruzi TcI MH411619 

CPAGM 848 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal 1/20 T. cruzi TcI MH411624 

CPAGM 850 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal 1/10 T. cruzi TcI MH411625 

CPAGM 855 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal Negative T. cruzi TcI MH411626 

CPAGM 796 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal 1/10 T. cruzi TcI MH411623 

bCth743 Carnivora Cerdocyon thous RS/Pampa 1/80  T. cruzi TcI  MH411618 

EM 783 Chiroptera Desmodus rotundus PB/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcI MH411645 

LBCE 19689 Didelphimorphia Didelphis marsupialis AC/Amazon 1/20 T. cruzi TcI MH411638 

PCE 408 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest Negative T. cruzi TcI MH411631 

PCE 416a Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest Negative T. cruzi TcI MH411632 

EM 715 Chiroptera Glossophaga soricina PB/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcI MH411644 

LBCE 18616 Didelphimorphia Gracilinanus agilis GO/Cerrado 1/20 T. cruzi TcI MH411640 

LBCE 18666 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. cruzi TcI MH558664 

bPgy89 Carnivora Lycalopex gymnocercus RS/Pampa 1/40  T. cruzi TcI MH411621 

bPgy90 Carnivora Lycalopex gymnocercus RS/Pampa 1/40  T. cruzi TcI MH411622 

LBCE 19672 Didelphimorphia Metachirus sp. AC/Amazon Negative T. cruzi TcI MH411633 

YL 865 Didelphimorphia Monodelphis americana ES/Atlantic Forest 1/20 T. cruzi TcI MH411639 

EM 699 Chiroptera Platyrrhinus lineatus PB/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcI MH411643 

EM 897 Chiroptera Artibeus. fimbriatus RJ/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcII MH411629 

LBT 6867 Chiroptera Artibeus lituratus RJ/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcII MH411627 

LBCE 19675a Didelphimorphia Didelphis marsupialis AC/Amazon 1/320  T. cruzi TcII MH411635 

LBCE 19688 Didelphimorphia Didelphis marsupialis AC/Amazon Negative T. cruzi TcII MH411637 

PCE 383 Didelphimorphia Marmosa murina PB/Atlantic Forest Negative T. cruzi TcII MH411630 

YL 881 Didelphimorphia Marmosops incanus ES/Atlantic Forest 1/20 T. cruzi TcII MH558662 

LBCE 19674 Didelphimorphia Philander sp AC/Amazon 1/40 T. cruzi TcII MH411634 

LBCE 19687 Didelphimorphia Philander sp AC/Amazon 1/80 T. cruzi TcII MH411636 

LBT 6895 Chiroptera Phyllostomus hastatus RJ/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcII MH411628 

EM 712 Chiroptera Artibeus lituratus PB/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcIII MH558661 

EM 693 Chiroptera Carollia perspicillata PB/Atlantic Forest Not performed T. cruzi TcIII MH411642 

LBCE 18612 Didelphimorphia Gracilinanus agilis GO/Cerrado 1/10 T. rangeli A  MH411071 

LBCE 19665 Didelphimorphia Philander sp AC/Amazon Negative T. rangeli A MH411069  
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LBCE 19685a Didelphimorphia Philander sp AC/Amazon 1/20 T. rangeli A MH411070 

LBCE 18618 Didelphimorphia Didelphis albiventris GO/Cerrado Negative T. dionisii MH411095 

LBCE 18651 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. dionisii MH411099 

LBCE 18653 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. dionisii MH411101 

LBCE 18659 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. dionisii Mh411098 

LBCE 18661 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/20 T. dionisii MH411102 

LBCE 18664 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. dionisii MH411096 

LBCE 18665 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. dionisii MH411097 

YL 883 Didelphimorphia Metachirus nudicaudatus ES/Atlantic Forest 1/20 T. dionisii MH556865 

LBT 6875 Chiroptera Sturnira lilium RJ/Atlantic Forest Not performed T. dionisii MH411103 

EM 772 Chiroptera Artibeus planirostris  PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 2 MH411063 

EM 788 Chiroptera Artibeus planirostris  PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 2 MH411065 

EM 777 Chiroptera Artibeus lituratus PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 2 MH411064 

EM 716 Chiroptera Artibeus lituratus  PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 3 MH411062 

EM 739 Chiroptera Artibeus lituratus  PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 3 MH411066 

RM 874 Chiroptera Desmodus rotundus RJ/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 3 MH556911 

RM 878 Chiroptera Artibeus lituratus RJ/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 3 MH411068 

EM 719 Chiroptera Artibeus lituratus PB/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 3 MH556910 

PCE 54 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/10 T. janseni MH411056 

PCE 385 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/20 T. janseni MH411059 

PCE 392 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/40  T. janseni MH411060 

PCE 393 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/10 T. janseni MH411061 

LBCE 18348 Didelphimorphia Didelphis aurita RJ/Atlantic Forest 1/10 T. janseni MH411057 

LBCE 18683 Didelphimorphia Didelphis aurita RJ/Atlantic Forest Negative T. janseni MH411058 

EM 776 Chiroptera Artibeus planirostris PB/Atlantic Forest Not performed T. lainsoni MH411660 

EM 767 Chiroptera Platyrrhinus lineatus PB/Atlantic Forest Not performed T. lainsoni MH411659 

LBCE 18583 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411661 

LBCE 18585 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411662 

LBCE 18596 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/20 T. lainsoni MH411663 

LBCE 18617 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411664 

LBCE 18628 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411665 

LBCE 18670 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411666 

LBCE 18673 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411667 

LBCE 18669 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411669 

LBCE 18584 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411670 

LBCE 18586 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/20 T. lainsoni MH411671  
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LBCE 18597 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411672 

LBCE 18599 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411673 

LBCE 18613 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/40  T. lainsoni MH411674 

LBCE 18614 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/80  T. lainsoni MH411675 

LBCE 18615 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411676 

LBCE 18644 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411682 

LBCE 18646 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411677 

LBCE 18647 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/10 T. lainsoni MH411683 

LBCE 18660 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411681 

LBCE 18662 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. lainsoni MH411678 

LBCE 18630 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/40 T. lainsoni MH556867 

YL 885 Didelphimorphia Micoureus paraguayanus ES/Atlantic Forest Negative T. lainsoni MH411668 

PCE 51 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/40 T. cascavelli MH411650 

PCE 53 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/40 T. cascavelli MH411651 

PCE 55 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/20 T. cascavelli MH411652 

PCE 384 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/40 T. cascavelli MH411653 

PCE 395 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/20 T. cascavelli MH411655 

PCE 391 Didelphimorphia Marmosa demerarae PB/Atlantic Forest 1/20 T. cascavelli MH411654 

PCE 410 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest Negative T. cascavelli MH411656 

LBCE 18655 Didelphimorphia Didelphis albiventris GO/Cerrado Negative T. sp. DID MH404843 

LBCE 18344 Didelphimorphia Didelphis aurita RJ/Atlantic Forest Negative T. sp. DID MH404842 

LBCE 18684 Didelphimorphia Didelphis aurita RJ/Atlantic Forest Negative T. sp. DID MH404844 

LBCE 18335 Didelphimorphia Didelphis aurita RJ/Atlantic Forest Negative T. sp. DID MH404845 

RM 876 Chiroptera Carollia perspicillata RJ/Atlantic Forest Not performed T. sp. Neobat 4 MH411067 

LBCE 18663 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. cruzi TcI  

T. dionisii 

MH558663 

MH556866 

bPgy88 Carnivora Lycalopex gymnocercus RS/Pampa 1/80 T. cruzi TcI  

T. dionisii 

MH411620 

MH411094 

LBCE 18652 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado Negative T. cruzi TcI 

T. dionisii 

T. lainsoni 

T. lainsoni 

MH411641 

MH411100 

MH411684 

MH411685 
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LBCE 18634 Didelphimorphia Gracilinanus agilis  GO/Cerrado 1/20 T. gennarii 

T. gennarii 

T. gennarii 

T. gennarii 

T. lainsoni 

T. lainsoni 

MH411646 

MH411647 

MH411648 

MH411649 

MH411679  

MH411680 

EM 701 Chiroptera Carollia perspicillata PB/Atlantic Forest Not performed NA  

EM 724 Chiroptera Artibeus lituratus PB/Atlantic Forest Not performed NA  

RM 873 Chiroptera Artibeus lituratus RJ/Atlantic Forest Not performed NA  

PCE 52 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/20 NA  

PCE 399 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/10 NA  

CPAGM 832 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal 1/40 NA  

CPAGM 840 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal 1/20 NA  

CPAGM 852 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal Negative NA  

CPAGM 853 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal Negative NA  

CPAGM 856 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal Negative NA  

CPAGM 857 Carnivora Cerdocyon thous MS/Pantanal Negative NA  

EM 726 Chiroptera Artibeus planirostris  PB/Atlantic Forest Not performed NA  

EM 778 Chiroptera Artibeus planirostris  PB/Atlantic Forest Not performed NA  

PCE 50 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/20 NA  

PCE 68 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/10 NA  

PCE 415 Didelphimorphia Didelphis albiventris PB/Atlantic Forest 1/40 NA  

YL 894 Didelphimorphia Marmosa paraguayana ES/Atlantic Forest 1/10 NA  

YL 900 Didelphimorphia Metachirus nudicaudatus ES/Atlantic Forest 1/10 NA  

YL 882 Didelphimorphia Metachirus nudicaudatus ES/Atlantic Forest 1/20 NA  

YL 889 Didelphimorphia Marmosops incanus ES/Atlantic Forest 1/10 NA  

RM 883 Chiroptera Desmodus rotundus RJ/Atlantic Forest Not performed NA  

LBT 6891 Chiroptera Artibeus lituratus RJ/Atlantic Forest Not performed NA  

LBT 6892 Chiroptera Phyllostomus hastatus RJ/Atlantic Forest Not performed NA  

LBT 6896 Chiroptera Sturnira lilium RJ/Atlantic Forest Not performed NA  

EM 790 Chiroptera Platyrrhinus lineatus PB/Atlantic Forest Not performed NA  
apositive hemoculture  
bNA: no amplification in the nested PCR 

Serology: cut-off value 1/20 (carnivores) and 1/40 (marsupials 

Chiroptera has not been tested for serology due to the absence of specific commercial antibodies for this group 

IFAT: Immunofluorescence Antibody Test  
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Supplementary Table S2. Inter- and intraspecific genetic distancea in the 

Lizard/snake/rodent/marsupial clade based on 18S sequences. 

Groups  Min Max Mean 

Interspecific    

T. cascavelli X T.gennarii 0.084 0.092 0.087 

T.cascavelli X T. lainsoni 0.107 0.113 0.108 

T. gennarii X T. lainsoni 0.118 0.123 0.120 

    

Intraspecific    

T. cascavelli 0.000 0.007 0.003 

T. gennarii 0.000 0.005 0.001 

T. lainsoni 0.000 0.007 0.003 

aInter- and intraspecific distances were calculated only for Trypanosoma spp. from 

the lizard/snake/rodent/marsupial clade identified in this study (T. cascavelli, T. 

gennarii and T. lainsoni). 
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Supplementary Table S3. Inter- and intraspecific genetic distancea in the T. cruzi 

clade based on 18S sequences. 

Groups  Min Max Mean 

Interspecific    

T. cruzi X T. dionisii 0.057 0.070 0.061 

T. cruzi X T. rangeli 0.089 0.099 0.092 

T. cruzi X T. janseni 0.077 0.087 0.079 

T. cruzi X T. sp. Neobat 1b 0.073 0.080 0.076 

T. cruzi X T. sp. Neobat 2 0.077 0.086 0.079 

T. cruzi X T. sp. Neobat 3 0.067 0.077 0.070 

T. cruzi X T. sp. Neobat 4 0.070 0.073 0.072 

T. cruzi X T. sp. DID 0.067 0.070 0.069 

T. dionisii X T. rangeli 0.076 0.080 0.077 

T. dionisii X T. janseni 0.083 0.087 0.084 

T. dionisii X T. sp. Neobat 1 0.097 0.100 0.097 

T. dionisii X T. sp. Neobat 2 0.083 0.087 0.084 

T. dionisii X T. sp. Neobat 3 0.080 0.083 0.081 

T. dionisii X T. sp. Neobat 4 0.090 0.093 0.090 

T. dionisii X T. sp. DID 0.087 0.087 0.087 

T. rangeli X T. janseni 0.087 0.087 0.087 

T. rangeli X T. sp. Neobat 1 0.100 0.100 0.100 

T. rangeli X T. sp. Neobat 2 0.077 0.077 0.077 

T. rangeli X T. sp. Neobat 3 0.077 0.077 0.077 

T. rangeli X T. sp. Neobat 4 0.090 0.090 0.090 
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T. rangeli X T. sp. DID 0.096 0.096 0.096 

T. janseni X T. sp. Neobat 1 0.021 0.021 0.021 

T. janseni X T. sp. Neobat 2 0.024 0.024 0.024 

T. janseni X T. sp. Neobat 3 0.018 0.018 0.018 

T. janseni X T. sp. Neobat 4 0.027 0.027 0.027 

T. janseni X T. sp. DID 0.024 0.024 0.024 

T. sp. Neobat 1 X T. sp. 

Neobat 2 

0.027 0.027 0.027 

T. sp. Neobat 1 X T. sp. 

Neobat 3 

0.021 0.021 0.021 

T. sp. Neobat 1 X T. sp. 

Neobat 4 

0.012 0.012 0.012 

T. sp. Neobat 1 X T. sp. DID 0.015 0.015 0.015 

T. sp. Neobat 2 X T. sp. 

Neobat 3 

0.012 0.012 0.012 

T. sp. Neobat 2 X T. sp. 

Neobat 4 

0.027 0.027 0.027 

T. sp. Neobat 2 X T. sp. DID 0.024 0.024 0.024 

T. sp. Neobat 3 X T. sp. 

Neobat 4 

0.021 0.021 0.021 

T. sp. Neobat 3 X T. sp. DID 0.018 0.018 0.018 

T. sp. Neobat 4 X T. sp. Did 0.015 0.015 0.015 
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Intraspecific    

T. cruzi 0.000 0.009 0.002 

T. dionisii 0.000 0.003 0.001 

T. rangeli 0.000 0.000 0.000 

T. janseni 0.000 0.000 0.000 

T. sp. Neobat 1 0.000 0.000 0.000 

T. sp. Neobat 2 0.000 0.000 0.000 

T. sp. Neobat 3 0.000 0.000 0.000 

T. sp. Neobat 4 NCc NCc NCc 

T. sp. DID 0.000 0.000 0.000 

aInter- and intraspecific distances were calculated for Trypanosoma spp. species 

identified in this study (T. cruzi, T. dionisii, T. rangeli, T. janseni, T. sp. Neobat 2, 

T. sp. Neobat 3, T. sp. Neobat 4 and T. sp. DID). 

bInter- and intraspecific distances were calculated for T. sp. Neobat 1 reference 

sequences due to their genetic closeness to T. sp. Neobat 4 and T. sp. DID. 

cNC = not calculated. Low number of sequences available for calculation. 
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Supplementary Fig. S1. Comparison between T. sp. Neobats nucleotide sequences generated with 18S (SSU). (A) Sequence alignment shows five 

nucleotide changes differentiating the already well-established genotypes T. sp. Neobat 2 and T. sp. Neobat 3. (B) Sequence alignment shows four 

nucleotide changes differentiating T. sp. Neobat 1 reference sequences from the novel MOTU, which we named T. sp. ‘Neobat 4” (RM 876)

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nucleotides
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sequence-alignment
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/genotype
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Nas últimas décadas, diferentes métodos moleculares e regiões gênicas têm 

sido utilizados para diagnosticar e avaliar diversidade intra e interespecífica dos 

organismos vivos. Em 2003 Hebert et al. propuseram o gene mitocondrial COI como 

código de barras universal para identificação de espécies de animais. Além disso, 

desde 2008 o consórcio internacional de código de barras da vida (iBOL) tem 

estimulado a identificação de todas as formas de vida para a formação de bibliotecas 

de referência e conhecimento da biodiversidade do planeta. Até o momento foram 

publicados mais de 12 mil trabalhos com código de barras de DNA e mais de 500 mil 

espécies foram identificadas utilizando esta metodologia (iBOL, 2018).  

Para avaliar o gene COI como código de barras para identificação e 

caracterização de espécies de tripanosoma, utilizamos T. cruzi como modelo por 

este ser um parasita multi-hospedeiro, conhecidamente heterogêneo e com ampla 

distribuição no território brasileiro (Zingales et al., 2012).  

COI demonstrou ser filogeneticamente informativo ao reconhecer o gênero 

Trypanosoma, distinguir quatro espécies do clado T. cruzi (T. c. cruzi, T. c. 

marinkellei, T. dionisii e T. rangeli) e identificar variabilidade intraespecífica em três 

das quatro espécies estudadas. COI distinguiu cinco das sete DTUs de T. cruzi (TcI, 

TcII, TcIII, TcIV e Tcbat). Embora TcV e TcVI tenham sido propostos como sendo 

heterozigotos híbridos derivados de trocas genéticas entre TcII e TcIII 

(Westenberger et al., 2005), na nossa experiência essas DTUs foram agrupadas 

com TcIV. Esse posicionamento também foi relatado por Tomasini & Diosque (2015) 

e Barnabé et al. (2016) com os genes mitocondriais citocromo b (cytb), citocromo c 

oxidase subunidade II (COII) e NADH desidrogenase subunidade 1 (ND1). De 

acordo com a proposta de Tomasini & Diosque (2015), o posicionamento de TcV e 

TcVI junto com TcIV se deve a eventos de introgressão mitocondrial entre TcIV e 

TcIII que também foram relatados por Lewis et al. (2011). O posicionamento das 

DTUs ainda é controverso. Barnabé et al. (2016) propuseram uma divisão de T. cruzi 

em três clados mitocondriais (mtTcI, mtTcII e mtTcIII) em vez das sete DTUs, 

afirmando que as DTUs TcIII, TcIV, TcV e TcVI são equivalentes quando analisaram 

somente o DNA mitocondrial, não podendo ser distinguidas umas das outras. 

Contudo, nossos resultados confirmam COI como um marcador confiável das DTUs 

TcI, TcII, TcIII e TcIV, além de Tcbat.  
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Em relação aos genótipos de T. cruzi, COI identificou diversidade intra-DTU 

em TcI, TcII e TcIII. A DTU TcI apresentou a maior heterogeneidade, resultado 

consistente com outros autores e que pode ser explicado por TcI ser uma linhagem 

multi-hospedeira com ampla distribuição geográfica e, consequentemente, maior 

número de amostras estudadas (Guhl & Ramírez et al., 2017; Roman et al., 2018). 

TcII é a segunda DTU mais amostrada no território brasileiro e diversidade também 

já demonstrada com a utilização de marcadores mitocondriais e nucleares (Lima et 

al., 2014; Barnabé et al., 2016). Em relação à TcIII, identificamos três haplótipos 

diferentes mesmo caracterizando apenas quatro amostras, indicando uma ampla 

diversidade desta DTU. Além disso, cada amostra era proveniente de uma espécie 

de mamífero ou triatomíneo diferente coletados em três biomas brasileiros distintos, 

mostrando a ampla distribuição geográfica e de hospedeiros de TcIII.  

 Com relação às outras espécies do gênero Trypanosoma, COI também 

mostrou ser um marcador de heterogeneidade em T. c. marinkellei e T. rangeli 

mesmo com a genotipagem de poucas amostras. Diversidade em T. c. marinkellei já 

foi relada por Barnabé et al. (2003) que propuseram uma subdivisão deste táxon em 

dois grupos. A heterogeneidade de T. rangeli é bem conhecida, com proposta de 

divisão em cinco linhagens (Maia da Silva et al., 2004; 2007; 2009). Não 

observamos diversidade em T. dionisii provavelmente porque as amostras foram 

coletadas de morcegos da mesma área e no mesmo período.  

Concomitantemente ao trabalho sobre COI realizamos o diagnóstico 

molecular de tecido cardíaco, já emblocado em parafina, proveniente de um menino 

de 2 anos com laudo post mortem de doença de Chagas aguda, no Estado do 

Espírito Santo. Esse caso aconteceu por via oral em um único contato com um 

espécimen de Triatoma vitticeps infectado. Nosso objetivo era diagnosticar a DTU 

(ou DTUs) de T. cruzi responsável (eis) pelo caso, porque anteriormente Dario et al. 

(2017a) haviam identificado as DTUs TcI, TcII, TcIII/TcV e TcIV sendo transmitidas 

no ciclo silvestre daquela região.  

Naquele momento optamos por uma abordagem com o gene GPI, utilizado na 

discriminação das principais DTUs de T. cruzi, e da região V7V8 do gene 18S (SSU). 

Com GPI identificamos a DTU TcIV e com 18S (SSU) identificamos infecção mista 

por T. dionisii e quatro DTUs de T. cruzi (TcI, TcII, TcIII e TcIV). O achado de T. 

dionisii, até aquele momento descrito somente em morcegos, mostra o pouco que 

sabemos sobre especificidade parasitária. 
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A maior parte dos casos de doença de Chagas que chegam ao sistema de 

saúde já encontram-se na fase crônica. Na fase aguda, devido aos seus sintomas 

inespecíficos, testes para diagnóstico da doença não são realizados de imediato. 

Não sabemos ao certo como seria a patogenicidade dessa infecção mista T. cruzi-T. 

dionisii. Nas poliinfecções os parasitas podem interagir entre si de forma sinérgica 

ou antagônica (Perez et al., 2014). Infecções por diferentes subpopulações ou 

diferentes espécies de parasitas podem estar associadas com mudanças na 

virulência e desencadear diferentes respostas imunes do hospedeiro. Além disso, 

infecções mistas podem passar por seleção no hospedeiro ou de métodos como o 

hemocultivo e, por isso, T. dionisii ou algumas das DTUs talvez não fossem 

detectadas na fase crônica. Essa seleção de parasitas poderia também, por 

exemplo, justificar TcII ser a DTU, que com algumas exceções, é classicamente 

associada aos casos humanos crônicos no Brasil (Brenière et al., 2016; Rodrigues-

dos-Santos et al., 2018).  

O trabalho seguinte aprofundou a avaliação da diversidade de Trypanosoma 

spp. utilizando coágulos sanguíneos. Nós queríamos ver o grau de subestimação de 

infecções por tripanosomas nos indivíduos que apresentavam hemocultura e 

sorologia negativas. Analisamos DNA de coágulos provenientes de marsupiais, 

morcegos e carnívoros de vida livre. Marsupiais e morcegos são reconhecidos como 

os hospedeiros mais antigos de tripanosomas do clado T. cruzi (Stevens et al., 1999, 

Hamilton et al., 2012; Lopes et al., 2018), e carnívoros são animais de topo de 

cadeia e propostos como bioacumuladores de parasitas (Cleaveland, 2006; Rocha et 

al., 2013).  

O uso de coágulos sanguíneos como fonte de DNA para identificar 

diversidade de Trypanosoma spp. mostrou ser uma metodologia menos seletiva do 

que hemocultivo, e permitiu identificar tripanosomas em animais com baixas 

parasitemias, tripanosomas descritos como de difícil cultivo e novas MOTUs. 

Hemoculturas positivas foram observadas apenas em três marsupiais. Dois foram 

confirmados como estando infectados por T. cruzi e um por T. rangeli através de 

PCR de DNA de coágulo e sequenciamento. A sensibilidade deste método foi 

demonstrada pela identificação de T. cruzi em 26,6% dos morcegos, 60,0% dos 

carnívoros e 18,05% dos marsupiais com hemocultivos negativos.  

Infecção por T. cruzi também foi identificada em 50% (4/8) dos carnívoros 

com reação de imunofluorescência indireta (RIFI) negativa. Em marsupiais foi 

observado que 18,75% (12/64) testados como negativos por RIFI estavam na 
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verdade infectados por T. cruzi. Nos morcegos não foi realizada sorologia. Sorologia 

negativa e PCR positiva para T. cruzi é observada há mais de duas décadas (Ávila 

et al., 1993; Wincker et al., 1994; Batista et al., 2010; Tahir et al., 2018). As 

hipóteses levantadas para explicar esse resultado foram: 1) trata-se de infecção 

recente e não houve tempo suficiente para uma resposta humoral detectável 

(Wincker et al., 1994), 2) carga parasitária insuficiente, ou seja, poucos parasitas 

intracelulares para desencadear resposta imune e produção de anticorpos.  

T. rangeli também foi identificado em indivíduos com hemoculturas negativas 

e apresentou uma distribuição geográfica e espectro de hospedeiros mais amplos da 

linhagem A (Maia da Silva et al., 2007, dos Santos et al., 2017; Espinoza-Álvarez et 

al., 2018). A identificação de DNA a partir de coágulos sanguíneos mostrou ser uma 

ferramenta para rastrear a distribuição de genótipos de tripanosomas geneticamente 

heterogêneos como T. cruzi e T. rangeli.  

Neste trabalho identificamos um maior espectro de hospedeiros de T. dionisii. 

Além do encontro em tecido cardíaco humano, também identificamos T. dionisii 

infectando marsupiais e um carnívoro. Todos os animais apresentaram hemocultura 

negativa, o que sugere que T. dionisii pode ser mantido em mamíferos silvestres, 

bem como em outras espécies, em baixas parasitemias. A proximidade filogenética 

entre T. dionisii e T. cruzi sugere que esses parasitas podem explorar estratégias 

semelhantes para completar seu ciclo de vida (Oliveira et al., 2009). Assim como T. 

cruzi, T. dionisii pertence ao subgênero Schizotrypanum e tem a capacidade de 

invadir e se desenvolver em células de mamíferos (Maeda et al., 2012).  

Nós também observamos um maior espectro de hospedeiros para T. lainsoni, 

descrito até o momento somente em roedores na Amazônia (Naiff & Barrett, 2013; 

Ortiz et al., 2018). Identificamos este tripanosoma infectando morcegos na Paraíba, 

marsupiais em Goiás e no Espírito Santo. O encontro de marsupiais infectados por 

T. cascavelli, reforça o possível caráter generalista desta espécie, como proposto 

por Dario et al. (2017a). No entanto, mesmo que esses parasitas sejam capazes de 

infectar grupos taxonômicos distantes ainda não sabemos o curso destas infecções 

e o papel desses hospedeiros na manutenção desses tripanosomas na natureza.  

A especificidade parasitária é um traço difícil de ser mensurado e avaliado, 

principalmente em animais silvestres de vida livre devido às dificuldades de 

acompanhamento do animal na natureza, além de ser uma condição multifatorial 

determinada pela ecologia, possibilidade de encontro do hospedeiro e encontro do 

vetor para que haja dispersão do parasita (Poulin et al., 2011).  
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Nosso trabalho mostrou que o espectro de hospedeiros que diferentes 

tripanosomas infectam estava sendo subavaliado. O conhecimento dessa 

diversidade de hospedeiros ainda é parcial porque mamíferos silvestres de vida livre 

são pouco estudados devido a dificuldades de captura e manuseio. 

O encontro de tamanha diversidade de tripanosomas infectando morcegos e 

marsupiais sugere que esses animais podem exercer um papel importante na 

dispersão de tripanosomas entre animais silvestres. A caracterização de 

Trypanosoma spp. aliada às informações sobre ecologia de seus hospedeiros 

mamíferos silvestres é fundamental na compreensão da diversidade, amplitude de 

hospedeiros e da distribuição geográfica de Trypanosoma spp.  

Os genótipos T. sp. Neobats, até o momento, permanecem considerados 

como sendo restritos a morcegos seja no Brasil, Colômbia ou Panamá (Cottontail et 

al., 2014; Lima et al., 2015b; Dario et al., 2017b). Do mesmo modo, T. gennarii e T. 

janseni também podem ser considerados restritos a marsupiais (Ferreira et al., 2017; 

Lopes et al., 2018). Contudo, nossos resultados ampliaram o conhecimento da 

distribuição geográfica dessas espécies.  

No nosso estudo, infecções simples se mostraram mais comuns do que 

infecções mistas. Das 16 amostras que clonamos por apresentarem 

eletroferogramas com múltiplos picos, somente quatro apresentaram de fato 

infecção mista, por duas ou três espécies de tripanosoma. Esse predomínio de 

infecções simples também foi relatado por Ihle-Soto et al. (2019) ao analisarem DNA 

de sangue total de mamíferos.  

Além da diversidade relatada acima, identificamos duas novas unidades 

taxonômicas operacionais moleculares (MOTUs) que nomeamos T. sp. Neobat 4, 

por termos identificado em um morcego neotropical, e T. sp. DID, identificado em 

espécimes de Didelphis spp. O encontro dessas MOTUs indica que a diversidade de 

Trypanosoma spp. ainda é subestimada. Os resultados deste trabalho confirmam 

que a diversidade dentro do gênero Trypanosoma vai além do que seja possível 

cultivar.  
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6 CONCLUSÕES 

 O gene COI demonstrou ser um marcador confiável na identificação de T. 

cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii e T. rangeli; 

 O gene COI é adequado para a caracterização de DTUs de T. cruzi, 

separando cinco delas (TcI, TcII, TcIII, TcIV e Tcbat); 

 COI mostrou diversidade genética intra-DTU em TcI, TcII e TcIII.  

 COI é adequado para identificar diversidade intra-específica em T. c. 

marinkellei e T. rangeli; 

 T. dionisii invade células cardíacas humanas; 

 PCR de DNA de coágulo sanguíneo mostrou ser uma técnica sensível para o 

diagnóstico parasitológico de Trypanosoma spp.  

 O uso de DNA extraído diretamente de coágulo permitiu aumentar o 

conhecimento da diversidade, espectro de hospedeiros e dispersão de 

espécies e genótipos de Trypanosoma spp.; 

 Sorologia por RIFI subestima a real taxa de infecção por T. cruzi em 

mamíferos silvestres de vida livre; 

 O genótipo TcII de T. cruzi apresenta maior distribuição na região Amazônica 

do que relatado até o momento; 

 A linhagem A de T. rangeli apresenta maior distribuição geográfica e espectro 

de hospedeiros do que previamente descrito; 

 O encontro de T. janseni em marsupiais na Paraíba aumenta o conhecimento 

da área de distribuição geográfica deste tripanosoma; 

 A caracterização diretamente de coágulo mostrou que o espectro de 

hospedeiros de algumas espécies de Trypanosoma spp. está sendo 

subestimado; 

 O encontro de duas novas unidades taxonômicas do gênero Trypanosoma, 

nomeadas T. sp. DID e T. sp. Neobat 4 mostra que a diversidade de 

Trypanosoma spp. é subestimada.  
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