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RESUMO 

 Vários animais silvestres são descritos como reservatórios, hospedeiros e carreadores de agentes 

infecciosos e parasitários, tendo como destaque os marsupiais do gênero Didelphis, dentre eles o 

Didelphis albiventris. Devido ao hábito generalista e antrópico, esse animal é reconhecido como 

reservatório de vários agentes patogênicos, destacando-se Cryptosporidium spp., e Leishmania spp., 

além de servir como carreador de artrópodes que podem parasitar animais domésticos, silvestres e o 

homem. Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi detectar Cryptosporidium spp., 

Leishmania spp. e identificar Ixodídeos em Didelphis albiventris. Para captura foram utilizadas 

armadilhas tipo Tomahowk live trap. Um total de 40 animais foi capturado, sendo 29 fêmeas e 11 

machos de vida livre pertencentes à Mesorregião Metropolitana do Recife e a Microrregião de 

Araripina, Pernambuco, Brasil. Amostras de fezes dos animais foram submetidas à técnica de 

centrífugo-sedimentação em formol-éter com posterior coloração pelo método de Kinyoun. Amostras 

de sangue também foram coletadas para investigar a infecção por Leishmania spp. pela Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), além de serem coletados ectoparasitas. Como resultado, foram 

observados que 15% (6/40) das amostras fecais dos D. albiventris estavam parasitadas com oocistos de 

Cryptosporidium spp., demonstrando que os mesmos podem atuar como importantes reservatórios 

deste parasita na interface urbano-florestal. Nenhuma das amostras foi positiva para Leishmania spp. 

pela PCR, ressaltando que os animais estudados não fazem parte do ciclo de vida desse agente nas 

áreas estududas. Os ectoparasitas encontrados foram classificados como Ixodes loricatus, Amblyomma 

rotundatum e Amblyomma spp., sendo relatado pela primeira vez o parasitismo por Amblyomma 

rotundatum em D. albiventris.  

Palavras–chave: Marsupiais, Medicina da conservação, Biologia molecular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Several wild animals are described as reservoirs, hosts and carriers of infectious and parasitic agents, 

especially the marsupials Didelphis genus, including the Didelphis albiventris. Due to the general and 

anthropic habit, this animal is recognized as a reservoir of various pathogens, especially 

Cryptosporidium spp. and Leishmania spp., besides serving as a carrier of arthropods that can 

parasitize domestic animals, wildlife and humans. Given this context, the objective of this study was to 

detect Cryptosporidium spp., Leishmania spp. and identify Ixodids in Didelphis albiventris. The 

capture was performed with the use of Tomahowk live trap. Physical containment was performed with 

the aid of appropriate leather gloves and chemical containment was performed with the association of 

Ketamine Hydrochloride (30 to 50 mg / kg / IM) and Xylazine (2 mg / kg / IM). A total of 40 animals 

were captured, 29 females and 11 males of free life belonging to the Metropolitan Mesoregion of 

Recife and the Micro-region of Araripina, Pernambuco, Brazil. Stool samples of the animals were 

subjected to centrifugal sedimentation technique in formalin-ether with subsequent staining Kinyoun 

method. Blood samples were also collected to investigate the infection by Leishmania spp. by 

Polymerase Chain Reaction (PCR) and are listed ectoparasites. As a result, it was observed that 15% 

(6/40) of the fecal samples of D. albiventris were parasitized with Cryptosporidium spp., 

demonstrating that they can act as important reservoirs of this parasite in the urban-wildland interface. 

None of the samples was positive for Leishmania spp. by PCR, noting that the animals are not part of 

the life cycle of this agent in studied areas. Ectoparasites found were rated as Ixodes loricatus, 

Amblyomma rotundatum and Amblyomma spp., being reported for the first time the parasitism by 

Amblyomma rotundatum in D. albiventris.  

Keywords: Marsupials, Conservation medicine, Molecular biology 
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1. INTRODUÇÃO  

 Atualmente, os marsupiais são encontrados somente nas regiões Australianas (Austrália, 

Nova Guiné, Tasmânia e ilhas adjacentes) além do continente Americano, apesar de no passado 

terem se distribuído por todos os continentes, incluindo a Antártica (PALMAS, 2003). 

 Nas Américas existem três ordens de marsupiais (WILSON e REEDER, 2005), onde a 

Didelphimorphia engloba a maior parte dos marsupiais que povoam o continente americano (ROSSI 

et al., 2006). A família Didelphidae é a única família pertencente a essa ordem e compreende a 

maioria das espécies viventes de marsupiais do novo mundo (REIG, 1961). 

Dentro dessa família encontra-se o gênero Didelphis, encontrado desde o Canadá até a 

Argentina, sendo representada por quatro espécies: Didelphis aurita, D. marsupialis, D. albiventris 

e D. Virginiana, sendo essa última a única espécie registrada em regiões temperadas da América do 

Norte (EMMOS e FEER, 1997; ANDRADE e FERNANDES, 2005). 

Devido ao hábito generalista e antrópico, esses didelfideos são reconhecidos como 

reservatórios de vários agentes patogênicos, destacando-se Cryptosporidium spp., e Leishmania 

spp., além de servirem como carreadores de artrópodes que podem parasitar animais domésticos, 

silvestres e o homem (LINARDI e GUIMARÃES, 2000; HUMBERG et al., 2012). 

 O gênero Cryptosporidium é um parasito gastroentérico oportunista capaz de infectar 

praticamente todas as espécies de vertebrados (BRIGGS et al., 2014). A transmissão desse agente é 

predominantemente fecal-oral, sendo a veiculação hídrica a principal via de disseminação 

(ONICHANDRAN et al., 2014).  

 Apesar da abundante literatura a respeito da ocorrência desse protozoário em hospedeiros 

humanos e animais domésticos, poucos são os estudos sobre o papel dos animais silvestres na 

manutenção e disseminação desse agente (THOMPSON et al., 2010), principalmente em marsupiais 

neotropicais (LALLO et al., 2009). 

Por outro lado, as leishmanioses são complexos de doenças parasitárias de caráter zoonótico 

e constituem um grupo de enfermidades causadas por diferentes espécies de protozoários 

tripanosomatídeos, com distribuição cosmopolita, estando ausente unicamente na Antártida 

(GÁLLEGO, 2004) onde vários animais silvestres são hospedeiros (BRASIL, 2010).          
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  Dentre os animais silvestres, os marsupiais, têm sido descritos como um importante 

reservatório silvestre das leishmanioses (ARIAS e NAIFF, 1981), no entanto, ainda existe uma 

lacuna sobre a epidemiologia e o papel desses animais na cadeia de transmissão das leishmanioses. 

 Não obstante, os ectoparasitas desses marsupiais desempenham um papel relevante como 

vetores de vários agentes patogênicos, entre eles os pertencentes às classes Insecta e Arachnida, 

tendo como destaque a ordem Ixodida. 

 A Ordem Ixodida é representada por carrapatos com distribuição mundial (SERRA-FREIRE 

e MELLO, 2006). Atualmente são catalogadas 896 espécies de carrapatos no mundo, divididas em 

três famílias: Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae (GUGLIELMONE et al., 2010).  

  No Brasil, foram identificadas 55 espécies de carrapatos (GUIMARÃES et al., 2001), onde 

a família ixodidae engloba a maioria das espécies destes ácaros que parasitam animais domésticos e 

silvestres, especialmente marsupiais do gênero Didelphis (LABRUNA, 2004; SERRA-FREIRE e 

MELLO, 2006). 

 Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi detectar Cryptosporidium spp., Leishmania 

spp. e identificar Ixodídeos em Didelphis albiventris. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Marsupiais 

Devido ao intenso deslocamento e à ocupação humana, extensas áreas periurbanas foram 

rapidamente incorporadas às cidades, provocando um desequilíbrio ambiental com total destruição 

de habitats naturais (NUNES, 2011), levando muitos animais silvestres a se adaptarem às condições 

urbanas, adquirindo hábitos sinantrópicos (LACERDA et al., 2010; NUNES, 2011). 

Além disso, a ausência de predadores, abundância de abrigos e nichos ecológicos, 

potencializados pela maior tolerância por parte dos seres humanos à presença destes animais, foram 

outros fatores que contribuíram para a permanência desses animais nas cidades, particularmente os 

marsupiais (BRUN et al., 2007; CURITIBA, 2012). 

Os marsupiais (latim científico: Marsupialia) constituem uma infraclasse de mamíferos, cuja 

principal diferença com os placentários, é a presença, na fêmea, de uma bolsa abdominal, conhecida 

como marsúpio (do latim marsupium), onde se processa grande parte do desenvolvimento dos 

filhotes (SMITH,1996). 

Atualmente, Marsupialia é formado por duas ordens: Ameridelphia que abrange 

Didelphimorphia e Paucituberculata, encontradas nas Américas; e Australidelphia que inclui 

Microbiotheria, Dasyuromorphia, Peramelemorphia, Notoryctemorphia e Diprotodontia, da região 

australiana (SPRINGER et al., 1998; AMRINE-MADSEN et al., 2003; ASHER et al., 2004), 

totalizando 331espécies (WILSON e REEDER, 2005).  

Os marsupiais pertencem a Família Didelphidae, Ordem Didelphimorphia, Infraclasse 

Metthateria, Subclasse Theria, Classe Mammalia (GARDNER, 2005). Encontram-se amplamente 

distribuídos pela região Neotropical, ocupando principalmente a América do Sul e Central. 

(WILSON e REEDER, 2005), sendo distribuídos em 16 gêneros e 97 espécies (VOSS e JANSA, 

2009), com ocorrência de 55 espécies no Brasil (REIG, 1961; HUNSAKER, 1977). 

Esses animais ocupam diferentes nichos ecológicos, desempenhando um papel importante 

nos ecossistemas (EMMOS e FEER, 1997), sendo encontrados em habitats arbustivos da Patagônia, 

seguindo pelas Cordilheiras dos Andes, Chaco e toda a extensão das florestas das planícies 
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subtropicais e tropicais. No Brasil esses didelfídeos são encontrados, na floresta Amazônica, Mata 

Atlântica, Cerrados e Caatinga (EMMONS e FEER, 1997). 

Possuem hábito solitário e crepuscular, com exceção da estação reprodutiva, onde machos e 

fêmeas passam vários dias juntos deslocando-se pelo solo e sobre árvores. (CERQUEIRA, 1984). 

Sua maturidade reprodutiva é alcançada aos seis meses de idade, e estes animais podem viver em 

média três anos na natureza e cinco em cativeiro (ALÉSSIO et al., 2004; DELCIELLOS et al., 

2006). Por serem animais onívoros, sua dieta é basicamente constituída por roedores, aves de 

pequeno porte, rãs, lagartos, insetos, caranguejos e frutos variados (DELCIELLOS et al., 2006).  

Dentro dessa família encontra-se o gênero Didelphis, com ocorrência desde o Canadá até a 

Argentina, sendo representada por quatro espécies: gambá-de-orelha-preta (Didelphis aurita), 

gambá-comum (D. marsupialis), gambá-de-orelha-branca (D. albiventris) e gambá-da-virgínia (D. 

virginiana), sendo essa última registrada em regiões temperadas da América do Norte (EMMOS e 

FEER, 1997). 

No Brasil são encontradas três espécies: D. marsupialis, proveniente da Amazônia 

(WALLACH e BOVER, 1983), Didelphis aurita, endêmica da mata Atlântica, com distribuição 

geográfica compreendendo a área entre o estado de Pernambuco e Santa Catarina, estendendo-se a 

oeste até o Mato Grosso do Sul, (FONSECA et al. 1996; KAJIN et al., 2008), e D. albiventris, um 

dos maiores marsupiais encontrados desde o Rio Grande do Sul até o Rio Grande do Norte, estando 

presente nas matas de galeria, podendo ocupar ambientes abertos, como cerrado, caatinga, pantanal, 

pampa, mata atlântica, além de áreas antrópicas (MARINHO FILHO et al., 1998; SILVA et al., 

2008).  

Devido ao hábito generalista destas espécies, e a capacidade de se adaptarem a diferentes 

ambientes, é possível encontrar esses didelfídeos facilmente na interface urbano-florestal 

(SCHALLIG et al., 2007). Essas características peculiares fazem desses marsupiais importantes 

reservatórios de patógenos com potencial zoonótico, dentre os quais se destacam: Cryptosporidium 

spp., e Leishmania spp., além de servirem como carreadores de artrópodes, (ABEL et al., 2000; 

MULLER et al., 2005; HUMBERG et al., 2012). 
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2.2 Infecção por Cryptosporidium spp. em Didelphis spp. 

O gênero Cryptosporidium é um protozoário oportunista que possui distribuição mundial, 

causador de doença gastroentérica (XIAO, 2010). Atualmente, esse gênero possui 26 espécies 

descritas, e aproximadamente 60 genótipos, que podem infectar répteis, anfíbios, peixes, aves e 

mamíferos, inclusive o homem (CHALMERS e GILES, 2010; ELWIN et al., 2012; SLAPETA, 

2013). 

O ciclo biológico desse protozoário é monoxeno, onde todos os estágios de desenvolvimento 

(assexual e sexual) ocorrem em único hospedeiro, o que diferencia este protozoário dos demais 

coccídios (AMARANTE, 1992; O'DONOGHUE, 1995).  

Inicia-se com a ingestão dos oocistos viáveis presentes na água ou alimentos contaminados, 

bem como nas fezes de animais e pessoas infectadas (CABRAL et al., 2001).. No trato 

gastrointestinal, os oocistos são desencistados pela ação de vários fatores incluindo condições 

redutoras, dióxido de carbono, temperatura, enzimas pancreáticas e sais biliares. Desta maneira, os 

esporozoítos infectantes são liberados. Estes ativamente procuram, fixam-se, invadem e tornam-se 

englobados pelas células epiteliais do hospedeiro na superfície luminal, formando um vacúolo 

parasitóforo de localização intracelular extracitoplasmática (PEREIRA, 2007; CHALMERS e 

DAVIES, 2010).  

Uma organela de fixação ou de nutrição se desenvolve, e o esporozoíto torna-se mais 

esférico e diferencia-se em trofozoíto. Durante a maturação do trofozoíto ocorre a multiplicação 

assexual (esquizogonia ou merogonia) e resulta na formação de esquizonte ou meronte tipo 1 que 

contém 6 a 8 merozoítos. A ruptura do esquizonte resulta na liberação dos merozoítos que invadem 

as células epiteliais adjacentes, onde eles se desenvolvem subsequentemente em esquizonte tipo 2 

que contém 4 merozoítos. Segue-se a reprodução sexual (gametogonia) pela diferenciação em 

microgamontes masculinos e macrogamontes femininos. Os microgamontes tornam-se 

multinucleados e liberam 32 os microgametas maduros que fertilizam os macrogametas dentro do 

macrogamonte feminino, produzindo um zigoto, que irá se diferenciar em dois tipos de oocistos: 

oocisto de parede fina, responsável pela auto-infecção, e o oocisto de parede espessa, que será 

eliminado nas fezes, constituindo a forma exógena infectante  (XIAO e FAYER, 2008). 
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A transmissão desse agente ocorre pelo contato direto entre pessoas, animais, pessoa-animal 

ou de forma indireta pelo consumo de alimentos ou água contaminada, sendo esta última a principal 

fonte deinfecção ao homem (BORGES et al., 2007; SPÓSITO FILHA e OLIVEIRA, 2009).  

Quanto à ocorrência de Cryptosporidium spp. em animais silvestres no mundo, a infecção 

tem sido diagnosticada em gorila (Gorilla gorilla gorila) (VAN et al., 2010), cervídeo do Velho 

Mundo (Capreolus capreolus), javali-europeu (Sus scrofa) (CASTROHERMIDA et al., 2011), 

búfalo-africano (Syncerus caffer), impala (Aepycerus melampus), elefante-africano (Loxodonta 

africana) (ABU SAMRA et al., 2013), raposa-vermelha (Vulpes vulpes), urso-pardo (Ursus arctos) 

(RAVASZOVA et al., 2012), furão (Mustela vison) (STUART et al., 2013), lêmures (Prolemur 

simus e  Microcebus rufus) (RASAMBAINARIVO et al., 2013). 

 No Brasil, essa ocorrência foi descrita em rato doméstico (Mus musculus) (DALL´OLIO e 

FRANCO, 2004), capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) (MEIRELES et al., 2007), tamanduá-

mirim (Tamandua tetradactyla) (SILVA et al., 2008), ratos do matos (Akodon montensis, 

Thaptomys nigita , Sciurus aestuans) (LALLO et al., 2009),  ratão-do-banhado (Myocastor coypus) 

(SILVA et al., 2007; LUDWIG e MARQUES, 2011), gato-maracajá (Leopardus weidii), onça-

parda (Puma concolor) (OLIVEIRA et al., 2008), teiú-branco (Tupinambis teguixi) (SILVA et al., 

2008), ouriço-cacheiro (Coendou villosus) (SOARES et al., 2008), peixes-boi-amazônicos 

(Trichechus inunguis) (BORGES et al., 2007; 2011) e peixes-boi marinhos (Trichechus manatus 

manatus) (BORGES et al., 2009), bugio-preto (Alouatta caraya), macaco-aranha-peruano (Ateles 

chamek) e macaco-da-noite (Aotus nigriceps) (LUDWIG e MARQUES, 2011), cascavel 

(Caudisona durissa), jararaca-da-mata (Bothrops jararaca) e jiboia (B. constrictor amarali) 

(RUGGIERO et al., 2011). 

Em marsupiais, a maioria dos trabalhos realizados foram com as espécies pertencentes ao 

continente Australiano (POWER et al., 2010; YANG et al., 2011) sendo descrito em antequino-

marrom (Antechinus stuartii) (BARKER et al., 1978; MORGAN et al., 1997), canguru-vermelho e 

canguru cinza (Macropus rufous e M. giganteus) (POWER et al., 2004), quenda (Isoodon obesulus), 

pademelon de barriga vermelha e pademelon de pescoço vermelho (Thylogale billardierii e T. 

thetis) (O’DONOGHUE, 1995; XIAO et al., 2003), wallaby cauda de anel  (Petrogale xanthopus) 

(POWER et al., 2009) cusu-de-orelhas-grandes (Trichosuris vulpecula) (HILL et al., 2008), wombat 

de cabelo grosseiro (Vombatus ursinus) (POWER, 2002) e bilby-grande (Macrotis lagotis) 

(WARREN et al., 2003).  
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Com relação aos marsupiais encontrados no continente Americano, escassas são as 

pesquisas sobre a ocorrência de Cryptosporidium spp. sendo reportada a infecção em  D. virginiana 

nos Estados Unidos da América (LINDSAY et al., 1988, OATES et al., 2012) e D. albiventris na 

Argentina (Santa Cruz et al., 1999). No Brasil, os únicos trabalhos realizados foram em Didelphis 

sp. (YAIO et al., 1997; DALL'OLIO e FRANCO, 2004) e (gambá-de-orelha-branca) D. albiventris 

(ZANETTE et al., 2008; FARIAS et al., 2014).  

 Atualmente, diversas metodologias estão disponíveis para o diagnóstico confirmatório da 

criptosporidiose, podendo ser estabelecido por meio de exames parasitológicos (sedimentação, 

flutuação ou a centrífugo-sedimentação) (KAR et al., 2011), técnica de coloração de Ziehl-Neelsen 

ou Kinyoun (XIAO e CAMA, 2006) e verde malaquita (ELLIOT et al., 1999), além das técnicas 

sorológicas, Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), Ensaio Imuno Enzimático (ELISA) 

(SMITH e NICHOLS, 2010) ou métodos moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase- 

(PCR) (GARCÉS-SANCHEZ et al., 2009). 

2.3 Infecção por Leishmania spp em Didelphis spp. 

As Leishmanioses constituem um grupo de doenças parasitárias, causadas por diferentes 

espécies do gênero Leishmania, sendo um importante problema de saúde pública (ALVAR et al., 

2012). 

Nas Américas essa doença pode se apresentar sob duas principais formas: Leishmaniose 

Visceral Americana (LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (MELO, 2004; 

REITHINGER e DUJARDIN, 2007). 

A LVA é uma doença descrita em pelo menos doze países da América do Sul, sendo o Brasil 

responsável por cerca de 90% de todos os casos (ALVAR et al., 2012), enquanto que a LTA ocorre 

desde o Sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com exceção do Chile e Uruguai 

(BRASIL, 2010).  

Segundo Alves e Faustino (2005), esse protozoário completa seu ciclo biológico em dois 

hospedeiros, a saber: O inseto flebotomíneo que abriga a forma promastigota do parasito e o 

hospedeiro mamífero, onde a forma amastigota é encontrada no interior de macrófogos. A forma 

infectante, também chamada de promastigota é transmitida aos hospedeiros vertebrados 

susceptíveis, completando assim o ciclo biológico (AWASTHI et al., 2004). 
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A principal forma de transmissão é vetorial, por intermédio da picada do inseto hematófago 

da Família Psychodidae, e Gêneros Phlebotomus (Velho mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) 

(SHIMABUKURO e GALATI, 2010; ANDRADE et al., 2013).  

Nas Américas, a LVA tem como agente o protozoário Leishmania (Leishmania) infantum, o 

qual se encontra inserido no complexo Leishmania (Leishmania) donovani (MISSAWA e LIMA, 

2006), tendo como principais vetores as espécies Lutzomya longipalpis, L. cruzi e L. forattinii 

(SANTOS et al., 1998; LAINSON, 2010; PITA-PEREIRA et al., 2011).  

Em relação à forma LTA, várias espécies do gênero Leishmania foram identificadas, dentre 

elas, quatro do subgênero Leishmania e nove do subgênero Viannia (LAINSON, 2010), onde as 

principais espécies de flebotomíneos envolvidos na transmissão são: L. flaviscutellata, L. whitmani, 

L. umbratilis, L. intermédia, L. wellcome e L. migonei (BRASIL, 2010). 

 No ambiente doméstico, os cães são considerados os principais reservatórios da LVA, sendo 

estes de grande importância para manutenção do ciclo da doença (DANTAS-TORRES, 2007), os 

animais assintomáticos, por sua vez, favorecem a infecção dos vetores e sua transmissão para 

população canina e humana (SOLANO-GALLEGO et al., 2004; VERÇOSA et al., 2008).  

Na LTA as espécies canina, equina e felina apresentam estreita associação com a doença na 

população humana, podendo atuar como reservatórios secundários ou acidentais por não serem 

capazes de manter o ciclo epidemiológico em um ecótopo (BRANDÃO-FILHO et al., 2003; 

DANTAS-TORRES et al., 2006; TOLEZANO et al., 2007). 

 Em ambientes silvestres, os reservatórios das leishmanioses são carnívoros da família 

Canidae (CURI et al., 2006, FIGUEIREDO et al., 2008; SOUZA et al., 2010; JUSI et al., 2011), 

Felidae (LIBERT et al., 2012), roedores da família Echimyidae, Bunyaviridae, Cricetidae e Muridae 

(BRANDÃO-FILHO et al., 2003; QUINNELL e COURTENAY, 2009; QUARESMA et al., 2011; 

DE FREITAS et al., 2012), Xenatras das famílias Bradypodidae e Megalonychidade (ARAÚJO et 

al., 2013; BRASIL, 2007), Primatas das famílias Pitheciidae, Aotidae e Atelidae (MALTA et al., 

2010; ACARDI et al., 2013). 

Os marsupiais neotropicais do gênero Didelphis têm sido alvo de diversos estudos por 

pesquisadores, uma vez que esses animais podem albergar Leishmania spp. (CARVALHO, 2005). 
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As primeiras descrições da participação desses marsupiais na epidemiologia das 

leishmanioses ocorreram no Brasil e Colômbia (YOSHIDA et al., 1979), onde foi demonstrado que 

esses animais podem se infectar e não apresentar sinais clínicos da doença, mantendo contudo, o 

agente em seu organismo servindo como reservatório (TRAVI et al., 1998). Posteriormente a 

infecção por Leishmania (L) infantum. foi observada em D. marsupialis na Colômbia e Venezuela 

(CORREDOR et al., 1989), D. albiventris no Brasil (SHERLOCK et al, 1984; SHERLOCK, 1996; 

CARVALHO, 2005) e D. aurita (CARREIRA et al., 2012). 

  Ocorrência de infecção natural por L. amazonensis e L. guyanensis também foi reportada em 

D. marsupialis na Guiana Francesa e Brasil (ARIAS et al., 1981; GRIMALDI et al., 1991). Já as 

espécies L. braziliensis e L. peruviana foram encontradas em D. albiventris no Peru e Brasil 

respectivamente (LLANOS- CUENTAS et al., 1999; QUARESMA et al., 2011). 

Nesses animais, o diagnóstico para confirmação do parasito pode ser realizado através do 

exame parasitológico direto, imuno-histoquimico (IHQ), por meio de testes imunológicos, como 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), Ensaio Imuno Enzimático (ELISA), e Teste Rápido 

Imunocromatográfico (Dual Path Plataform - DPP), além dos métodos moleculares como a Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) e Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) 

(LAURENTI, 2009; QUEIROZ-JR, 2011; SOLCÀ et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2013). 

2.4 Parasitismo por Ixodídeos em Didelphis spp. 

O estudo da ectoparasitofauna é imprescindível para uma melhor compreensão da relação 

artrópode/hospedeiro, e para o conhecimento de possíveis vetores de patógenos (ABEL et al., 

2006). Essa relação é diretamente influenciada pela seleção natural, onde a sobrevivência do 

parasita e a perpetuação da sua progênie são altamente dependentes da sobrevivência do hospedeiro 

(ANDERSON e MAY, 1979). 

 Em ambiente natural, o comportamento dos ectoparasitos em relação aos seus hospedeiros é 

o resultado da coevolução entre as partes (JOHNSON e CLAYTON, 2004). Neste contexto a 

desfragmentação do habitat natural dos animais silvestres, ocasionada pela interferência do homem, 

contribuiu para o surgimento de novas associações de parasitas e hospedeiros, quebrando as 

relações de especificidade e introduzindo doenças que antes pertenciam exclusivamente aos animais 

silvestres e que agora fazem parte de uma ampla lista de animais domésticos e do homem 

(BARROS et al., 1993; DOBSON e GRENFELL, 1995). 
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Os ectoparasitos de importância para os didelfídeos pertencem às classes Insecta e 

Arachnida, destacando-se a ordem Ixodida. 

Os ixodídeos são artrópodes pertencentes à ordem Acari e subordem Ixodida, e apresentam 

elevada dispersão mundial, sendo encontrados em diferentes espécies de animais domésticos, 

silvestres e humanos (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Estima-se que existam aproximadamente 

870 espécies de ixodídeos descritas em todo o mundo, e destas, 55 espécies, pertencentes às 

famílias Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae já foram relatadas no Brasil (BARROS-BATTESTI et 

al., 2006). 

A distribuição desses artrópodes varia de acordo com adaptação das espécies às condições 

abióticas e bióticas encontradas conforme suas áreas de ocorrência (CABRERA e LABRUNA, 

2009). As condições abióticas são representadas pela temperatura, fotoperíodo e atuam no ciclo dos 

carrapatos em suas fases de vida livre, enquanto que os fatores bióticos interferem pouco na 

sazonalidade destes parasitos e estão relacionados aos hospedeiros e às espécies de carrapatos 

envolvidas (FACCINI e BARROS BATTESTI, 2006). 

A grande maioria dos carrapatos da família Ixodidae parasita exclusivamente animais 

silvestres (LABRUNA, 2004), particularmente marsupiais do gênero Didelphis, com representantes 

dos gêneros Ixodes, Amblyomma e Ornithodoros (ARAGÃO, 1936). 

No Brasil, na região Nordeste, Aragão (1936) e Fonseca (1957/8), relataram o parasitismo 

de Ixodes loricatus, I. amarali, Amblyomma striatum, e Amblyomma spp. em marsupiais das 

espécies D. aurita, D. albiventris e Marodelphis domestica, enquanto que no Sudeste, Sul e Centro-

Oeste, I. loricatus, I. didelphidis, I. amarali, I. auritulus, A. aureolatum, A. geayi, A. humerale e 

ninfas de Amblyomma spp. em D. aurita, D. albiventris, Didelphis sp., e Lutreolina crassicaudata, 

Metachirus nudicaudatus e Philander frenata foram descritas parasitando esses animais 

(COUTINHO et al., 1999; BOSSI et al., 2002; GUGLIELMONE et al., 2003; MULLER et al., 

2005; OLIVEIRA et al., 2014).  
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4. OBJETIVOS  

4.1 Objetivo geral 

Detectar Cryptosporidium spp., Leishmania spp. e identificar Ixodídeos em Didelphis 

albiventris na Mesorregião Metropolitana do Recife e Microrregião de Araripina no estado de 

Pernambuco, Brasil. 

 

4.2 Objetivos específicos 

Detectar a ocorrência de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de Didelphis albiventris por 

meio da técnica de Kinyoun;  

Detectar a presença de DNA de Leishmania spp. em Didelphis albiventris através da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR); 

Identificar as espécies de ixodídeos que parasitam os Didelphis albiventris. 
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Ocorrência de Cryptosporidium spp. em Didelphis albiventris (Lund, 1841) da Região Nordeste 

do Brasil 
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Ocorrência de Cryptosporidium spp. em Didelphis albiventris (Lund, 1841) da Região Nordeste 

do Brasil 

Resumo  

Cryptosporidium spp. é um protozoário zoonótico predominantemente gastroentérico de 

distribuição cosmopolita, capaz de acometer humanos, animais domésticos e um copioso número de 

animais silvestres. Várias espécies de animais selvagens são consideradas importantes reservatórios 

e fontes de infecção deste parasito. Dentre esses animais, o marsupial da espécie Didelphis 

albiventris destaca-se por possuir hábitos alimentares generalistas, tornando-se um hospedeiro e 

carreador de uma gama de agentes infecciosos de grande importância para saúde pública, a exemplo 

do Cryptosporidium spp. Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar a ocorrência de 

Cryptosporidium spp. em Didelphis albiventris pertencentes a Mesorregião Metropolitana do Recife 

e Microrregião de Araripina estado de Pernambuco, Brasil. Um total de 40 animais, dos quais 29 

fêmeas e 11 machos, foram capturados com o auxílio de armadilhas Tamahauk do tipo live trap. 

Destes, 16 eram filhotes, 13 jovens e 11 adultos, sendo 10 animais pertencentes à Microrregião de 

Araripina e 30 à Mesorregião Metropolitana do Recife. Amostras fecais desses animais foram 

coletadas e examinadas através da técnica de centrífugo-sedimentação em formol-éter com posterior 

coloração pela técnica de Kinyoun. O diagnóstico parasitológico revelou a presença de oocistos de 

Cryptosporidium spp. em 15% (6/40) das amostras analisadas. Destes, 50% (3/6) eram filhotes 

(duas fêmeas e um macho) e 50% (3/6) adultos (duas fêmeas ambos com filhotes no marsúpio e um 

macho) dos quais 33,3% (2/6) foram da Microrregião de Araripina e 66,7% (4/6) da Messoregião 

Metropolitana do Recife. Das amostras positivas, 83% (5/6) foram provenientes de animais 

capturados em área urbana. Desta forma, a abundância de D. albiventris em áreas urbanas e 

periurbanas com ocorrência de Cryptosporidium spp., representa um risco na transmissão deste 

protozoário aos humanos e outras espécies de animais domésticos. 

Palavras-chave: Pequenos Mamíferos, Marsupiais, Diagnóstico Molecular, Vida Selvagem 

Abstract 

Cryptosporidium spp. is a predominantly gastroenteric zoonotic protozoan with worldwide 

distribution, which affects humans, domestic animals and a copious number of wild animals. 

Several wildlife species are considered important reservoirs and sources of infection of this parasite. 

Among these animals, marsupial of the Didelphis albiventris species stands out for having general 

feeding habits, becoming a host and carrier of a range of infectious agents of great importance to 

public health, such as the Cryptosporidium spp. Thus, this study aimed to identify the occurrence of 

Cryptosporidium spp. in Didelphis albiventris belonging to Metropolitan Mesoregion of Recife and 

Araripina micro-region of the state of Pernambuco, Brazil. 40 animals were captured with the aid of 

Tomahawk live trap, which 10 animals belonged to the micro-region of Araripina and 30 to the 

Metropolitan Mesoregion of Recife. From the captured animals, 29 were females and 11 males. Of 

these, 16 were cubs, 13 youth and 11 adults. Physical containment was performed with the aid of 

appropriate leather gloves and chemical containment was performed with the association of 

Ketamine Hydrochloride (30 to 50 mg / kg / IM) and Xylazine (2 mg / kg / IM). Fecal samples of 

captured animals were collected and examined by centrifugal sedimentation technique in formalin-

ether with subsequent staining by Kinyoun. The parasitological diagnosis revealed the presence of 

Cryptosporidium spp. in 15% (6/40) of the samples. Of these, 50% (3/6) were from young animals 
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(two females and one male) and 50% (3/6) from adults (two females with cubs and one male) of 

which 33.3% (2/6) were the Microregion of Araripina and 66.7% (4/6) of the Metropolitan 

Messoregião of Recife. Of the positive samples, 83% (5/6) were from animals captured in urban 

areas. Thus, the abundance of D. albiventris with occurrence of Cryptosporidium spp. in urban and 

peri-urban areas is a risk in the transmission of this parasite to humans and other domestic animals.  

 

Keywords: Small Mammals, Marsupials, Molecular Diagnostics, Wild life 

 

Introdução 

Cryptosporidium spp. é um protozoário entérico pertencente ao filo Apicomplexa, que 

possui a capacidade de infectar praticamente todos as espécies de vertebrados (FAYER et al., 

2000), sendo reconhecidas atualmente, 26 espécies, distribuídas em 60 genótipos (SHI et al., 2010; 

ELWIN et al., 2012). Animais domésticos e selvagens são susceptíveis a infecção por diversas 

espécies e genótipos desse coccídio, muitos dos quais são encontrados em humanos (XIAO e 

FAYER, 2008). 

Infecções por Cryptosporidium são frequentemente associadas a enterites que são 

caracterizadas por diarreia aquosa ou esteatorréica e cólica levando a desidratação intensa e má – 

absorção alimentar, podendo ser muitas vezes fatal (ARAÚJO et al., 2008; JEX et al., 2008). 

A transmissão deste coccídio ocorre pela propagação fecal-oral de oocistos por contato 

direto com pessoas ou animais ou de forma indireta através do consumo de alimentos ou água 

contaminada, sendo a veiculação hídrica a principal fonte de infecção para os animais e humanos 

(CHALMERS e GILES, 2010; HILL et al., 2011). Contudo existem evidências sugerindo que um 

grande número de hospedeiros, incluindo animais selvagens, pode estar envolvido na cadeia de 

transmissão desse parasita (APPELBEE et al., 2005). 

Neste contexto em função dos hábitos sinantrópicos de alguns animais silvestres, 

colonizando habitações humanas e seus arredores, os didelfídeos têm sido apontados como 

elemento importante na cadeia de transmissão do Cryptosporidium spp. (YAI et al., 1997; 

ZANETTE et al., 2008). 
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 Neste sentido, Didelphis virginiana tem sido capaz de se infectar via oral com oocistos de 

Cryptosporidium parvum provenientes de bovinos, podendo desenvolver todos os estágios do ciclo 

do patógeno, inclusive com eliminação de oocisto (LINDSAY et al., 1988).  

Apesar dessa constatação da caracterização genética de C. parvum, em Koala 

(Phascolarctos cinereu) e canguru (Macropus spp) (FAYER et al., 2000), no Brasil, as descrições 

sobre o encontro desse coccídios em didelfídeo são escassas (LALLO et al., 2009).  

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar a ocorrência de 

Cryptosporidium spp. em Didelphis albiventris pertencentes à Mesorregião Metropolitana do Recife 

e Microrregião de Araripina estado de Pernambuco, Brasil. 

Material e Métodos  

Aspectos éticos  

 Para execução do trabalho, todos os procedimentos foram realizados mediante aprovação da 

Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UFRPE), licença número 103/2015 e Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

(SISBIO) número 23608-2. 

Área de estudo  

 O estudo foi realizado de março de 2014 a janeiro de 2015. As coletas foram conduzidas na 

interface Urbano-florestal do bioma Mata Atlântica localizado na Mesorregião Metropolitana do 

Recife (8° 04’ 03’’S e 34° 55’ 00’’ O) e no bioma Caatinga Localizado na Microrregião de 

Araripina (07º 46' 42" S e 39º 56' 28" O), ambos no Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil 

(IBGE, 2015).  

Captura dos animais e coleta de material biológico  

Para captura dos animais utilizou-se armadilhas, do tipo Tomahawk live trap (dimensões: 

0,45x0,21x0,21m), sendo de arame galvanizado, com o desarme do tipo gancho, e estas mantidas à 

uma distância de 20 metros entre si. Para atração dos marsupiais foram utilizadas iscas como 

abacaxi e paçoca de amendoim. As armadilhas permaneceram no mesmo local por oito dias, sendo 

checadas uma vez ao dia, a partir de 5:00 horas da manhã, realizando a troca das iscas diariamente a 

partir das 17:00 horas, totalizando um esforço de 480 armadilhas/ noites. 
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Após a captura, os animais foram contidos fisicamente utilizando-se luvas de raspa de couro, 

submetidos à pesagem e contenção química com a associação de cloridrato de cetamina, na dose de 

30 a 50 mg/kg (50 mg/ml; Vetanarcol, König, Santana de Paraiba, Brazil) e cloridrato de xilazina na 

dose de 2mg/kg (20 mg/ml; Xilazin, Syntec, Brazil) pela via intramuscular (MALTA E LUPPI, 

2006), para posterior avaliação clínica.  

 Foram coletadas amostras fecais das armadilhas ou diretamente da cloaca de 40 animais 

capturados, sendo as mesmas conservadas em frascos devidamente identificados, contendo solução 

por álcool 70%, formol e ácido acético (AFA) em proporções recomendadas por Ueno e Gonçalves 

(1994). 

 Todos os animais capturados receberam marcação com tatuagem. Ao término do manejo dos 

marsupiais, aguardou-se o retorno completo da sedação e posteriormente liberação à vida livre, no 

mesmo local onde foram capturados. 

Processamento Laboratorial  

 Para a pesquisa de Cryptosporidium spp. as amostras fecais foram centrifugadas e 

submetidas à sedimentação pelo formol-éter com posterior confecção dos esfregaços e coloração 

através da técnica de Kinyoun (BRASIL, 1996). A leitura procedeu-se em microscópio óptico, na 

objetiva de 40x com posterior confirmação na objetiva de 100x sob imersão. 

Resultados  

 Um total de 40 D. albiventris (29 fêmeas e 11 machos) foram capturados, dentro dos quais 

16 eram filhotes, 13 jovens e 11 adultos, conforme a classificação etária descrita por Macedo et al. 

(2006). Sendo 10 animais pertencentes à Microrregião de Araripina, e 30 à microrregião de Recife. 

 O diagnóstico parasitológico revelou a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. em 

15% (6/40) das amostras analisadas, destes três eram filhotes (duas fêmeas e um macho), duas 

fêmeas (ambos com filhotes no marsúpio) e um macho adulto. Dos quais 33,3% (2/6) foram da 

Microrregião de Araripina e 66,6% (4/6) da Messoregião Metropolitana do Recife, sendo que 83% 

das amostras positivas foram provenientes de animais capturados em área urbana.  
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 Discussão 

 A frequência de infecção por Cryptosporidium spp. em D. albiventris aqui observada, foi 

inferior aquela registrada por Santa Cruz et al. (1999), que obtiveram a frequência de 24% de 

animais positivos na Argentina e por Zanetti et al. (2008) que relataram a positividade de 50% em 

D. albiventris na região central do Rio Grande do Sul, Brasil. 

Por outro lado, o resultado aqui relatado foi superior aqueles reportados por Yai et al. (1997) 

que identificaram Cryptosporidium spp. em 10% dos didelfídeos  capturados em parques e áreas 

urbanas da cidade de São Paulo, Brasil e Farias et al. (2014), que constataram infecção por este 

protozoário em 5,26%  das amostras fecais de  D. albiventris da Mesorregião do Sertão de 

Pernambuco, Brasil. 

A variação da frequência da infecção por Cryptosporidium spp. em didelfídeos pode ser 

devido às diversas condições ambientais entre os locais de captura, particularmente urbana, além 

das técnicas de diagnóstico utilizadas (DALL'OLIO e FRANCO, 2004; SILVA et al., 2015). 

 Dos seis marsupiais, com exame parasitológico positivo, observou-se que nenhum deles 

demonstrava sinais clínicos sugestivos da infecção por Cryptosporidium spp. Vale ressaltar que 

nem todos os animais que são diagnosticados com a infecção por esse agente possuem evidências 

de manifestações clínicas, podendo atuar assintomaticamente como fontes de infecção desse 

patógeno, albergando-o em seu trato intestinal e eliminando oocistos viáveis ao ambiente (BOYER 

e KUCZYNSKA, 2010). 

 Em relação ao número de animais capturados, houve uma maior frequência na Mesorregião 

Metropolitana do Recife localizada no bioma Mata Atlântica. Esse bioma é rico em diversidade de 

árvores e recursos hídricos (ALVES, 2001), que pode influenciar na rica cadeia alimentar desses 

animais, diferentemente da Microrregião de Araripina formada pelo bioma Caatinga que é escasso 

de recursos hídricos e alimentar (CRUZ et. al., 1999) o que pode estar relacionado ao menor 

número de captura nesse bioma. 

 Outro aspecto importante aqui observado foi que 83,33% (5/6) dos animais positivos 

encontravam-se no perímetro urbano, o que corrobora com Hill et al. (2008), que observaram maior 

frequência de infecção por Cryptosporidium spp. em Cusu comum (Trichosurus vulpecula) em 

ambientes urbanos. Por esta razão, o conhecimento sobre a criptosporidiose e seus aspectos 
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epidemiológicos, torna-se essencial sob o ponto de vista da saúde pública, havendo a necessidade da 

ampliação de estudos envolvendo a população de didelfídeos e a contaminação ambiental (SILVA 

et al., 2015). 

 Neste sentido, 50% (3/6) dos animais positivos capturados nas duas regiões estudadas 

estavam próximos a mananciais e reservatórios de águas, sugerindo assim uma possível 

contaminação no manancial aquático, proporcionando riscos à saúde pública (POWER, 2010). 

 Sendo assim, a ocorrência de Cryptosporidium spp. em D. albiventris nas áreas estudadas, 

faz desses animais uma possível fonte de disseminação do patógeno para outras populações de 

animais, incluindo o homem. 
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Leishmania spp. em Didelphis albiventris (Lund, 1841) 

Resumo 

A leishmaniose é uma doença de caráter zoonótico que afeta milhões de pessoas no mundo, tendo 

como reservatório uma grande diversidade de animais, incluindo os mamíferos silvestres, donde os 

marsupiais do gênero Didelphis são considerados os mais importantes devido ao hábito 

sinantrópico, que faz com que atuem na manutenção do ciclo de transmissão dessa doença. Diante 

disso, este trabalho teve como objetivo detectar leishmania spp. em Didelphis albiventris 

pertencentes a Mesorregião Metropolitana do Recife e a Microrregião de Araripina estado de 

Pernambuco, Brasil, através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram capturados 40 

animais com o uso de armadilhas Tomahauk do tipo live trap, sendo 10 pertencentes à Microrregião 

de Araripina e 30 à Mesorregião Metropolitana do Recife. Dos animais capturados, 29 eram fêmeas 

e 11 machos. Destes, 16 eram filhotes, 13 jovens e 11 adulto. A contenção física foi realizada com 

auxílio de luvas de raspas de couro apropriadas e a contenção química foi realizada com associação 

de fármacos Cloridrato de Cetamina (30 a 50 mg/kg/IM) e Cloridrato de Xilazina (2mg/kg/IM). 

Amostras de sangue foram obtidas por punção intracardíaca e processadas pela técnica da Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR). Após as análises, todas as amostras resultaram negativas para 

leishmania spp., sugerindo que D. albiventris não participe do ciclo enzoótico desse parasito nas 

localidades estudadas. 

Palavras-chaves: Leishmaniose, Animais silvestres, Biologia molecular, Zoonose 

Abstract 

Leishmaniasis is a zoonotic disease that affects millions of people in the world which has as 

reservoirs a wide variety of animals, including wild mammals, where the marsupials from Didelphis 

genus are considered the most important because of synanthropic habits, which makes them to 

operate in maintaining of the transmission cycle of the disease. Thus, this study aimed to detect 

Leishmania spp. in Didelphis albiventris belonging to Metropolitan Mesoregion of Recife and the 

micro-region of Araripina State of Pernambuco, Brazil, through the Polymerase Chain Reaction 

(PCR). 40 animals were captured with the aid of Tomahawk live trap, 10 belonging to the micro-

region of Araripina and 30 the Metropolitan Mesoregion of Recife. From the captured animals, 29 

were females and 11 males. Of these, 16 were cubs, 13 youth and 11 adults. Physical containment 

was performed with the aid of appropriate leather gloves and chemical containment was performed 

with the association of Ketamine Hydrochloride (30 to 50 mg / kg / IM) and Xylazine (2 mg / kg / 

IM). Blood samples were obtained by intracardiac puncture and processed by PCR technique. After 

analysis, all samples were negative for Leishmania spp., Suggesting that D. albiventris do not 

participate in the enzootic cycle of this parasite in the studied locations. 

Keywords: Leishmaniasis, Wild animals, Molecular biology, Zoonosis 
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Introdução 

 Os avanços da agricultura e da pecuária próximos às áreas naturais, e a ação ofensiva dos 

seres humanos nos ecossistemas propiciou o surgimento de novas interações entre os animais 

silvestres e o homem. Esse contato promoveu a formação de novos ecótopos e a disseminação de 

agentes infecciosos e parasitários (CORRÊA e PASSOS, 2001), particularmente as infecções 

causadas por Leishmania spp. 

 Atualmente as leishmanioses apresentam ampla distribuição geográfica, sendo registradas 

em áreas consideradas previamente como não endêmicas. Essas doenças, que inicialmente tinham 

um caráter eminentemente rural e/ou silvestre, expandiram-se para as áreas urbanas e periurbanas 

(WHO, 2002). 

 Dependendo da espécie de protozoário envolvido, da resposta imune de cada hospedeiro, 

dos aspectos clínicos, as leishmanioses, nas Américas, apresentam duas formas distintas: a 

Leishmaniose Visceral Americana (LVA) e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

(MELO, 2004; REITHINGER e DUJARDIN, 2007).  

 Nas Américas, o Brasil representa o país de maior endemicidade da Leishmaniose Visceral 

Americana, sendo responsável por aproximadamente 97% de todos os casos no continente 

(PASTORINO et al., 2002), onde a maior incidência encontra-se na região Nordeste com 65% do 

total de casos notificados ( BRASIL,2003).  

 Por sua vez, no estado de Pernambuco, a LVA difundiu-se não só nas áreas clássicas do 

Agreste e Sertão Pernambucano, onde está concentrado um número importante de casos, mas 

também em outras regiões, notadamente na Região Metropolitana do Recife (DANTAS-TORRES e 

BRANDÃO FILHO, 2006). 

 A Leishmaniose Tergumentar Americana apresenta-se em franca expansão geográfica no 

Brasil, e atualmente, sua ocorrência não mais se restringe às áreas onde pessoas entram em contato 

com matas e animais silvestres, mas ocorre também em áreas rurais, e regiões periurbanas e urbanas 

(DIAS et al., 2007). As regiões Norte e Nordeste são responsáveis por cerca de 75% dos casos 

registrados no país (SILVEIRA et al.; 2004). 
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 No estado de Pernambuco, a LTA ocorre em todas as mesorregiões do estado, com 

predominância na região correspondente à Zona da Mata Atlântica, totalizando cerca de 60% dos 

casos registrados (BRANDÃO-FILHO et al., 1999). 

 Os animais silvestres são considerados importantes reservatórios e/ou hospedeiros naturais 

das leishmanioses (KRUSE et al., 2004), particularmente roedores, marsupiais, procionídeos, 

canídeos, primatas, chiroptera e edentados que em muitas situações atuam como hospedeiros 

naturais (SANTOS et al.;1998; ROTUREAU, 2006). 

 Dentre os animais silvestres, a espécie Didelphis albiventris (Didelphimorphia: 

Didelphidae), têm sido descrito como importante reservatório silvestre na epidemiologia das 

Leishmanioses, devido à capacidade de se adaptar a diferentes ambientes e seu comportamento 

sinantrópico (QUINTAL et al., 2011; SHERLOCK et al., 1988). A constante movimentação deste 

animal na interface urbano-florestal contribui para sua participação no ciclo peri-domiciliar desse 

protozoário, expondo a população humana ao risco de infecção (GUERRA, 2007), no entanto, 

estudos sobre a epidemiologia e o papel desse animal na cadeia de transmissão são escassos.  

Tendo em vista a escassez de estudos sobre o papel de Didelphis albiventris na transmissão 

das Leishmanioses, o presente trabalho teve como objetivo a detecção de kDNA de Leishmania spp. 

por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em Didelphis albiventris pertencentes a 

Mesorregião Metropolitana de Recife e a Microrregião de Araripina estado de Pernambuco, Brasil. 

Material e Métodos  

Aspectos éticos  

 Para execução do trabalho, todos os procedimentos foram realizados mediante aprovação da 

Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UFRPE), licença número 103/2015 e Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

(SISBIO) número 23608-2. 

Área de estudo 

 O estudo foi realizado no período de Março de 2014 a Janeiro de 2015. As coletas foram 

conduzidas na interface urbano-florestal de Mata Atlântica localizada na Mesorregião 

Metropolitana de Recife (08° 04’ 03’’S e 34° 55’ 00’’ O) e no Bioma Caatinga Localizado na 
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Microrregião de Araripina (07º 46’ 42” S e 39º 56' 28" O), ambos no Estado de Pernambuco, 

Nordeste do Brasil (IBGE, 2015).  

 

Captura dos Animais e coleta de material biológico 

Para captura dos animais utilizou-se armadilhas, do tipo Tomahawk live trap (dimensões: 

0,45x0,21x0,21m), sendo de arame galvanizado, com o desarme do tipo gancho, e estas mantidas à 

uma distância de 20 metros entre si. Para atração dos marsupiais foram utilizadas iscas como 

abacaxi e paçoca de amendoim. As armadilhas permaneceram no mesmo local por oito dias, sendo 

checadas uma vez ao dia, a partir de 5:00 horas da manhã, realizando a troca das iscas diariamente a 

partir das 17:00 horas, totalizando um esforço de 480 armadilhas/ noites. 

Após a captura, os animais foram contidos fisicamente utilizando-se luvas de raspa de couro, 

submetidos a pesagem e contenção química com a associação de cloridrato de cetamina, na dose de 

30 a 50 mg/kg (50 mg/ml; Vetanarcol, König, Santana de Paraiba, Brazil) e cloridrato de xilazina na 

dose de 2mg/kg (20 mg/ml; Xilazin, Syntec, Brazil) pela via intramuscular (MALTA E LUPPI, 

2006), para posterior avaliação clínica.  

Todos os animais capturados receberam marcação com tatuagem. Ao término do manejo dos 

marsupiais, aguardou-se o retorno completo da sedação e posteriormente liberação à vida livre, no 

mesmo local de onde foram capturados. 

As amostras sanguíneas foram colhidas por meio de punção intra-cardíaca com volume 

variando de 2 a 4 ml de sangue dependendo do peso de cada animal. Após cada punção, as amostras 

foram depositadas em tubos estéreis com anticoagulante, sendo acondicionados em caixas 

isotérmicas e encaminhados para o laboratório para posterior procedimento laboratorial. 

Exame laboratorial  

Reação em Cadeia da Polimerase  

 DNA do sangue foi extraído a partir de uma amostra de 200 μl utilizando-se o kit de 

extração “Kit QIAamp Blood and Tissue” seguindo as recomendações do fabricante.  

Amplificação do complexo Leishmania donovani  
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 As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo D 

94°C – 2 min, e 30 ciclos D 94°C – 20 seg, A 60 °C – 20 seg, E 72°C – 30 seg, E final 72°C – 5 

min .  Os primers utilizados para a PCR do complexo L. (L.) donovani (MC1 e MC2), descritos por 

CORTES et al. (2004): MC1: (5’ – GTT AGC CGA TGG TGG TCT TG – 3’) e MC2: (5’ – CAC 

CCA TTT TTC CGA TTT TG – 3’). A utilização desses primers permitem a amplificação de um 

fragmento de 447 pares de base (pb) do kDNA (DNA do cinetoplasto) da L. infantum. 

  Para todas as PCRs realizadas foram utilizados controles positivos e negativos. O controle 

positivo consistiu de DNA extraído a partir de medula óssea de cão naturalmente infectado por L. 

(L.) infantum. Já como controle negativo, foi utilizada água ultra-pura. 

Amplificação do Complexo Leishmania braziliensis  

 As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo D 

95°C – 5 min, e 35 ciclos D 94°C – 1 min, A 60,5 °C – 1 min, E 72°C – 1 min, E final 72°C – 

10min.  

 Para a reação foram usados os primers B1: (5’ – GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG – 

3’) e B2: (5’ – CTA ATT GTG CAC GGG GAG G – 3’)  segundo Reithinger et al. (2000). A 

utilização desses primers permitem a amplificação de um fragmento de 750 pares de base (pb) do 

kDNA (DNA do cinetoplasto) da L. braziliensis. Para todas as reações foram utilizados controles 

positivos e negativos. O controle positivo consistiu da extração de DNA de amostras de 

promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/1975/M2903) mantidas em meio de cultura. O 

controle negativo, consistiu de água ultra-pura, a mesma utilizada para preparação da reação. 

 Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose à 

1% e analisados por meio de um transluminador ultravioleta acoplado a um computador com 

programa de análise de imagens. 

Resultados  

 Um total de 40 D. albiventris (29 fêmeas e 11 machos) foi capturado, dentro dos quais 16 

eram filhotes, 13 jovens e 11 adultos, conforme a classificação etária descrita por Macedo et al. 

(2006). Sendo 10 animais pertencentes à Microrregião de Araripina, e 30 a microrregião de Recife. 
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 Após a realização do diagnóstico molecular, verificou-se que em todas as amostras coletadas 

não houve amplificação de kDNA de Leishmania spp. 

 

Discussão  

 Após o diagnóstico molecular observou-se que todas as amostras foram negativas. 

Resultados esses indênticos aos encontrados por Monteiro (2010) e Sandes (2014), que ao 

pesquisarem amostras de peles do gênero Didelphis provenientes da zona da mata, agreste e sertão 

do estado de Pernambuco pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) não observaram 

amplificação de kDNA de Leishmania spp. E diferem dos resultados descritos por Brandão et al. 

(2003) e Lima et al. (2013) que reportaram DNA de Leishmania (L) braziliensis em D. albiventris 

em diferentes ecótopos do estado de Pernambuco. 

 Por outro lado, a ausência de amplificação do DNA compatível com o complexo donovani, 

ratificam os resultados encontrados por Lombardi et al. (2014) em Minas Gerais, e Sandes, (2014) 

em Pernambuco, Brasil, que não observaram a presença de L. infantum nas amostras analisadas 

através da PCR.  

Os dados aqui encontrados são discordantes dos achados por Sherlock na et al. (1998) na 

Bahia, Humberg et al. (2012) em Mato Grosso do Sul, Carreira et al.( 2012) no Rio de Janeiro, 

Carvalho (2005) e Lima et al. (2013) em Pernambuco, que usando amostra biológica de sangue , 

detectaram DNA de L. infantum em Didelphis albiventris, utilizando a mesma metodologia. 

 Apesar da não detecção de DNA de Leishmania spp. em D. albiventris nas regiões  

estudadas ambas são consideradas áreas endêmicas para Leishmania spp. (BRANDÃO-FILHO et 

al.; 1999; DANTAS e BRANDÃO, 2006; PERNAMBUCO, 2010), o que sugere que outras 

espécies de animais domésticos ou silvestres possam estar atuando como reservatórios/hospedeiros. 

 O sinantropismo dessa espécie nas áreas estudadas é um dos possíveis fatores para os 

resultados negativos, já que algumas espécies de Lutzomya em ambiente natural tem uma maior 

preferência alimentar por galinhas, cavalos, roedores e humanos (OLIVEIRA-PEREIRA et al., 

2008; FONTELES et al.; 2009), mostrando o oportunismo desses insetos que sugam uma ampla 

variedade de vertebrados ( VELO et al.; 2005). 
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 Outro aspecto relevante para a não detecção de DNA de Leishmania spp em D. albiventris 

nas áreas estudadas pode estar relacionada aos baixos níveis de parasitemia exibidos por esses 

animais (ACOSTA et al., 2014). 

 Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que os D. albiventris não participem do 

ciclo enzootico da Leishmania spp. nas localidades estudadas. 
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Ticks in Didelphis albiventris (Lund, 1841) from the Northeastern region of Brazil 

Abstract 

Several tick species belonging to the Ixodidae family parasitize wild mammals such as marsupials. 

In this study, different species of ticks were reported infesting marsupials (Didelphis albiventris) 

that were caught in a fragment of Atlantic Forest located in the northeastern region of Brazil. These 

animals (n = 40) were caught over a one-year period using Tomahawk live traps. They were 

physically examined; ticks were collected from them and were stored until morphological 

identification. The ticks were identified as Ixodes loricatus, Amblyomma rotundatum and 

Amblyomma spp. This study reports on the ixodid fauna of marsupials living in a fragment of 

Atlantic Forest in the northeastern region of Brazil. In addition, for the first time, A. rotundatum 

was reported infesting D. albiventris.  

Key words: Ixodids, Marsupials, Brazil, Biology 

Resumo 

Várias espécies de carrapatos pertencentes à familia Ixodidae parasitam mamíferos selvagens, como 

os marsupiais. Neste estudo, diferentes espécies de carrapatos foram relatadas parasitando 

marsupiais (Didelphis albiventris) que foram capturados em um fragmento de Mata Atlântica, 

localizada na região Nordeste do Brasil. Estes animais (n = 40) foram capturados durante o período 

de um ano usando armadilhas Tomahawk live traps. Todos os animais foram fisicamente 

examinados, carrapatos foram coletados, armazenados e identificados morfologicamente. Os 

carrapatos identificados foram Ixodes loricatus, Amblyomma rotundatum e Amblyomma spp. Este 

estudo relata a fauna ixodídea de marsupiais que vivem em um fragmento de Mata Atlântica na 

região Nordeste do Brasil. Além disso, pela primeira vez, A. rotundatum foi relatado parasitando D. 

albiventris. 

Palavras-chave: Ixodídeos, Marsupiais, Brasil, Biologia 

Introduction 

 Ticks are important ectoparasites distributed throughout the world. They present great 

importance in veterinary medicine since they are vectors for pathogens such as viruses, bacteria, 

protozoa and nematodes (GUIMARÃES et al., 2001; DURDEN e KEIRANS, 1996). It is important 

to note that some pathogens transmitted by ticks are of medical and veterinary concern. For 

example, Rickettsia rickettsii which has been isolated from some tick species, is the causative agent 

of Rocky Mountain spotted fever (HOSKINS, 1991). 



70 

 

 These arthropods belong to three distinct families (Argasidae, Nuttalidae and Ixodidae), but 

most of the specimens are classified in the Ixodidae family and parasitize wild animals 

(LABRUNA, 2004). Among these animals, rodents (e.g. Akodon cursor) and marsupials (e.g. 

Didelphis albiventris, Didelphis aurita and Philander opossum) have frequently been reported to be 

infested by ticks (ARAGÃO, 1936; EVANS et al., 2000; MULLER et al., 2005). 

 Several tick species do not present risks to humans because they are associated with specific 

hosts in the natural environment. However, these arthropods are distributed across large areas and 

wild animals frequently play an important role in the spread of the tick population (SILVA et al., 

2008). 

 Indeed, knowledge of the ixodid fauna in marsupials is extremely important because of the 

risks that these ticks may present to animals, including humans. Therefore, the aim of this study was 

to report on the main tick species infesting marsupials in the northeastern region of Brazil.  

Material and Methods 

Ethical aspects 

 All procedures herein performed were approved by the Ethics Committee on Animal Use of 

the Universidade Federal Rural de Pernambuco (license number 103/2015), and the System 

Authorization and Information on Biodiversity (Sisbio) (license number 23608-2). 

Study area 

This study was conducted from March 2014 to January 2015, in two fragments of Atlantic 

Forest located in the Recife metropolitan region (Pernambuco State, North-eastern Brazil) (8 ° 

04'03 '' S and 34 ° 55'00 '' W), the follows: Parque Estadual de Dois Irmãos e Mata de Aldeia/Chã 

da Peroba (Aldeia). The study area has a humid coastal climate, with an average annual temperature 

of 25.5 ° C (ranging from 23.9 ° C to 26.6 ° C) (IBGE, 2015). 

Animals and tick sampling 

Tomahawk live traps were used to catch the marsupials. A total of 60 traps were used, thus 

representing capture effort of 16,600 traps/collection over the entire study period. Fruits (pineapple) 

were used as bait. 
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 The animals were anesthetized using a combination of ketamine (30 mg/kg) and xylazine 

chloride (2 mg/kg) (MALTA e LUPPI, 2006). They were then physically examined and were 

searched for ticks over a five-minute period. Specimens were removed with the aid of tweezers and 

then stored in 70% alcohol until the time of making morphological identification. All the ticks were 

identified using morphological keys (ARAGÃO e FONSECA, 1961; BARROS-BATTESTI et al., 

2006). After total recovery, all the marsupials were released in the same place where they had been 

caught. 

Results 

 A total of 40 individuals of Didelphis albiventris (29 females and 11 males) were caught  

in this study. Among the 40 animals examined, 25% (10/40) were infested by ticks. A total of 24 

non-engorged ticks (mean = 2.4; minimum = 2; and maximum = 5) were collected, comprising 11 

females, three males, six nymphs and four larvae. The ticks were identified morphologically as 

Ixodes loricatus (nine females and three males), Amblyomma rotundatum (two females) and 

Amblyomma spp. (six nymphs and four larvae). 

 The species I. loricatus was characterized by the presence of a short external spine on coxa 

I, with slightly rounded tip, and not exceeding coxa II. Furthermore, absence of lobes in the ventral 

base of the gnathosoma and hypostome was observed, with well-defined denticles in males. 

Conversely, females had short external spines on coxa I, with slightly rounded edges, and short and 

ro bust pedipalps and hypostome (ONOFRIO, 2003). On the other hand, the species A. rotundatum 

was characterized by the presence of a light brown scutum, ornamented with soft spots on the 

lateral and central region (GUIMARÃES et al., 2001). 

Discussion 

 This study describes the main tick species parasitizing marsupials that were caught in a 

fragment of Atlantic Forest located in the northeastern region of Brazil. Moreover, it is important to 

note that, for the first time, parasitism by A. rotundatum in D. albiventris has been described here. 

Interestingly, all the marsupials used here were of the species D. albiventris. It is most likely 

that the presence of this marsupial species alone is related to its behavior. It is known that some 

species are strictly correlated with forested areas, such as Didelphis aurita, a species commonly 

found in this study area. On the other hand, D. albiventris is well adapted to urban areas and uses 
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forested areas to move between different urban areas. This behavior facilitates its migration and 

adaptation to urban areas (CÁCERES e MONTEIRO-FILHO, 2006). 

 Most of the tick specimens identified here were of the species I. loricatus (n = 12). This 

species has been considered to be one the most common ectoparasites that infests D. albiventris in 

the northeastern region of Brazil (FONSECA, 1957/1958). Recently, a study conducted in the state 

of Pernambuco (northeastern region of Brazil) detected I. loricatus in this marsupial species 

(DANTAS-TORRES et al., 2012). In addition, this same parasitism has been observed in other 

regions of Brazil, such as the southern (MULLER et al., 2005), southeastern ( BRROS-BATTESTI 

e Knysak, 1999) and central-western regions (MIZIARIA et al., 2008).  

 The predominance of adults forms of I. loricatus found here corroborates previous studies 

(MULLER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014). In fact, this tick species has as main host wild 

rodents during the larva and nymph stages and different species of marsupials during the adult 

stage. It is important to highlight that the occurrence of this species parasitizing D. albiventris 

deserves attention, especially considering the spreading of pathogens. Indeed, it is known that some 

pathogens of medical and veterinary concern (e.g., Borrelia burgdorferi causative agent of Lyme-

like disease) have been isolated in I. loricatus, as well as their marsupial hosts (ABEL et al., 2000; 

MULLER et al., 2005). 

 Curiously, larvae and nymphs of Amblyomma spp. were detected in this study. Although it 

has been demonstrated that occurrences of these stages is more common in birds than in mammals 

(GUGLIELMONE et al., 2003), some studies have reported this type of parasitism in marsupials 

(BARROS e BAGGIO, 1992; MULLER et al., 2005). 

 The presence of A. rotundatum infesting D. albiventris was registered for the first time in 

this study. Until now, only a few reports of the presence of adults of this species parasitizing warm-

blood animals have been published worldwide. For example, there have been some of occurrences 

in capybara (Hidrochaeris hidrochaeris), armadillo (Dasypus novemcincatus), anteater (Tamandua 

tetradactila) (FLOCH e FAURAN, 1958) and humans (Homo sapiens) (FREIRE et al., 1995). 

Recently, this tick species was reported infesting migratory birds such as the North American thrush 

(Catharus fuscescens). This event is considered to be an important factor for the dispersion of this 

ixodid species (SCOTT e DURDEN, 2015).  
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 Parasitism due to A. rotundatum is a common finding in ectodermic animals (e.g. 

amphibians and reptiles) (ARAGÃO, 1936; ANTONUCCI et al., 2012). However, its occurrence in 

D. albiventris, which was registered for the first time in the present study, is unusual. It is known 

that parasitism due to this tick species in warm or cold-blood animals is not frequently reported 

(BOTELHO et al., 2002). However, existence of this parasitism among some species of the genus 

Amblyomma (AMORIM et al., 1999) demonstrates these arthropods’ evolution and ability to adapt 

to different hosts (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1980). In addition, some ecological factors, such 

as environmental changes may interfere with the specificity of some ectoparasites to different hosts 

(GETTINGER e ERNEST, 1995). 

 In conclusion, this study describes the ixodid fauna of marsupials that were caught in a 

fragment of Atlantic Forest located in the northeastern region of Brazil. In addition, for the first 

time, parasitism due to A. rotundatum in D. albiventris has been reported. The findings of this study 

emphasize the importance of these synanthropic animals in relation to dispersion of different tick 

species, since they have free movement between wild and urban areas. 
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