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Sao Paulo: potencial zoonodtico

Study of gastrointestinal fungal flora of bats (Mammalia, Chiroptera) of the northwest
region of Sao Paulo state: zoonotic potential

Luciano Nery TENCATE; Cilene Vidovix TAPARO'; Cristiano de CARVALHO'; Sandra de Moraes
Gimenes BOSCO? Luzia Helena QUEIROZ!; Deuvania Carvalho da SILVA?; Silvia Helena Venturoli
PERRI!'; Marcia MARINHO!

'Departamento de Apoio, Produgédo e Satide Animal da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Estadual Paulista,
Aragatuba-SP, Brasil
’Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Botucatu-SP, Brasil
*Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodu¢do Animal da Universidade Estadual Paulista, Aragatuba-SP, Brasil

Resumo

Os morcegos sdo hospedeiros de uma rica diversidade de microrganismos. Muitos trabalhos apontam uma estreita
ligagdo entre quirdpteros e fungos com potencial patogénico, principalmente por habitarem ambientes como cavernas,
grutas e ocos de arvores, favordveis a manuten¢do e propagacao dos fungos. O objetivo do trabalho foi estudar a
microbiota fingica gastrintestinal de morcegos. Das 98 amostras pertencentes a 11 espécies de morcegos procedentes
de 15 cidades estudadas, 20% sao da espécie Carollia perspicillata, 19% Artibeus lituratus, 17% Molossus rufus, 13%
Glossophaga soricina, 9% Nyctinomops macrotis, 8% Molossus molossus, 7% Desmodus rotundus, 2% Lasiurus ega, e 1%
Eptesicus furinalis, Myotis nigricans e Tadarida brasiliensis. O género Aspergillus sp. foi isolado de 29% das amostras,
seguidos por 6% Microsporum sp. e Penicillium sp., 4% Tricophyton sp. e zigomicetos e 2% Fusarium sp. Das espécies de
leveduras, 14% foram de Rhodotorula sp., 10% Candida sp. e 2% Cryptococcus sp., 22% dos isolados permaneceram sem
identificacdo. Todos os 82 cultivos de visceras foram negativos para Histoplasma capsulatum. Houve associagao estatistica
significativa entre os resultados do cultivo microbiologico e as espécies de morcegos (p < 0,05). Concluimos que os
morcegos podem atuar como agentes veiculadores de fungos com potencial patogénico, entretanto outros trabalhos
devem ser realizados a fim de estabelecer estratégias que permitam identificar os principais fatores correlacionados
com o crescimento e a disseminagdo dos microrganismos na natureza e qual a implicacdo dos quirdpteros no ciclo
epidemiolégico.

Palavras-chave: Morcegos. Leveduras. Fungos. Antropozoonoses. Estado de Sao Paulo.

Abstract

Bats are hosts of a rich diversity of microorganisms. Many studies indicate a close link between bats and fungi with
pathogenic potential, especially for living in environments such as caves, caverns and hollow trees, favorable to the
maintenance and spread of fungi. The objective was to study the gastrointestinal mycoflora of bats. Of the 98 samples
belonging to 11 species of bats coming from 15 studied cities, 20% of the species were Carollia perspicillata, 19%
Artibeus lituratus, 17% Molossus rufus, 13% Glossophaga soricina, 9% Nyctinomops macrotis, 8% Molossus molossus,
7% Desmodus rotundus, 2% Lasiurus ega and 1% Eptesicus furinalis, Myotis nigricans and Tadarida brasiliensis. The
genus Aspergillus sp. was isolated from 29% of the samples, followed by 6% Microsporum sp. and Penicillium sp.
4% Trichophyton sp. and zygomycetes and 2% Fusarium sp. Of yeast species, 14% were from Rhodotorula sp., 10%
Candida sp. and 2% Cryptococcus sp., 22% of isolates remained unidentified. All 82 cultures of organs were negative for
Histoplasma capsulatum. There was a statistically significant association between the results of microbiological culture
and bat species (p < 0.05). We conclude that the bats can act as disperser agents of fungi with pathogenic potential,
although other studies should be performed to establish strategies to identify the main factors correlated with the
growth and spread of microorganisms in nature and implication of bats in the epidemiological cycle.
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Introducao

A ordem Chiroptera representa cerca de um quar-
to da fauna de mamiferos. No Brasil ocorrem nove
familias, 64 géneros e 167 espécies de Microchirop-
tera'?. Morcegos frugivoros sio abundantes em are-
as tropicais e subtropicais do Sudeste do Brasil, com
importancia para a Mata Atlantica®*. Os morcegos sao
hospedeiros de uma rica diversidade de microrganis-
mos. Estudos apontam uma estreita ligagdo entre os
quirdpteros e fungos com potencial patogénico, prin-
cipalmente por habitarem ambientes como cavernas,
grutas e ocos de arvores, favoraveis a manutencgao e
propagacao dos fungos®.

A primeira interagdo entre fungos patogénicos e
morcegos foi descrita por Emmons®, em 1958, apds
o isolamento de Histoplasma capsulatum, a partir de
amostras de solo contaminadas com fezes de mor-
cegos. Ao longo dos anos, dermatofitos, fungos fi-
lamentosos e, leveduras oportunistas e patogénicas
foram isolados em amostras de fezes e de visceras de
morcegos 5,7,8, 9, 10, 11,12'

Um conjunto de fatores determina a distribuigdo
do H. capsulatum no meio ambiente, geralmente ha-
vendo associacdo de seu isolamento com microam-
bientes fechados, como cavernas, grutas, construgoes
abandonadas, galinheiros, celeiros, florestas ou qual-
quer local onde o solo encontre-se enriquecido com
excretas de aves e morcegos'’. Caracteristicas fisico-
quimicas do solo, como textura e acidez, associadas
ao enriquecimento do mesmo por excretas de aves e
quirdpteros podem atuar como importante fonte de
nitrogénio, sendo consideradas como meio de cul-
tura adequado para o crescimento, desenvolvimen-
to e dissemina¢do do micro-organismo''*. Outras
espécies fungicas com potencial patogénico, como
Cryptococcus sp. podem ser isoladas a partir de excre-
tas de quirdpteros.

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar

a microbiota fungica gastrintestinal de morcegos da
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regido Noroeste do Estado de Sao Paulo. Especifica-
mente, procurou-se verificar a veiculagdo de fungos
com potencial zoondtico a partir de fezes de morce-
gos, correlacionar a inter-especificidade entre fun-
gos e as espécies de morcegos e verificar se rgaos de

morcegos constituem fontes de H. capsulatum.

Material e Método

Do periodo de margo de 2009 a mar¢o de 2010 fo-
ram colhidos material biolégico provenientes de 98
morcegos oriundos de 15 municipios da regido No-
roeste do Estado de Sao Paulo. Das 98 amostras, 83
(85%) foram provenientes de material obtido a par-
tir de visceras de morcegos descongeladas e outras
15 (15%) amostras provenientes de fezes frescas, de
animais capturados vivos. Das 83 amostras, 38 (46%)
foram provenientes de morcegos machos e 45 (54%)
provenientes de fémeas (Tabela 1). Todos os proce-
dimentos empregados no decorrer do experimento
foram aprovados pelo Comissio de Etica na Experi-
menta¢ao Animal e com autorizagdo do Ministério do
Meio Ambiente-MMA, Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e recursos naturais renovaveis IBAMA,
Instituto Chico Mendes de Conservagéo e Biodiversi-
dade ICMBio, processo numero 12751-2.

Foram colhidas amostras de morcegos, randomi-
camente, através de capturas com a utilizagdo de
redes de neblina de nailon com 6 metros de com-
primento por 2 metros de altura em trés locais de
matas: Zooldgico Municipal de Aragatuba “Dr. Fla-
vio Leite Ribeiro”, Parque Ecoldgico Baguagu e Brejo
da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP/
Campus Aragatuba - dreas de reflorestamento e de
mata ciliar. Apos captura e identificagdo dos mor-
cegos, amostras de fezes frescas foram obtidas por
processo natural, posterior a massagem abdominal,
acondicionadas em frascos mantidos em caixa de
isopor e submetidas ao Laboratério de Microbiolo-

gia para processamento.
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Tabela 1 — Espécies de morcegos distribuidos de acordo com a classificagdo da dieta, procedéncia e sexo

- Aragatuba - SP, 2010

Espécie de morcegos Dieta Procedéncia Macho Fémea Amostras
Carollia perspicillata Frugivoro 9 11 20
Artibeus lituratus Frugivoro b,d,m,n 1 3 19*
Molossus rufus Insetivoro a,b,c,f,g,n,0 11 6 17
Glossophaga soricina Nectarivoro 5 8 13
Nyctinomops macrotis Insetivoro a,b,e,i,j,m,p 3 6 9
Molossus molossus Insetivoro b,m,o 5 3 8
Desmodus rotundus Sanguivoro 3 4 7
Lasiurus ega Insetivoro 0 2 2
Eptesicus furinalis Insetivoro 1 0 1
Mpyotis nigricans Insetivoro 0 1 1
Tadarida brasiliensis Insetivoro 0 1 1
Total 04 dietas 15 cidades 38 45 98

a. Andradina, b. Aragatuba, c. Auriflama, d. Barbosa, e. Bilac, f. Birigui, g. Bratina, h. Brejo Alegre, i. Castilho, j. Coroados, 1.
Guararapes, m. Ilha solteira, n. Mirandépolis, 0. Penapolis, p. Pereira Barreto. *15 amostras em forma de pool de fezes

Quirdpteros mortos e congelados, com diagnosti-
co prévio negativo para Raiva foram gentilmente ce-
didos pelos Laboratdrios de Quirdpteros e de Raiva
da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP/
Campus de Aragatuba. Ap6s o descongelamento,
para a retirada das visceras e fezes, os morcegos fo-
ram introduzidos em uma capela de fluxo laminar,
tfixados pelos membros superiores e inferiores em
suporte de isopor com agulhas e, posteriormente a
assepsia da parede abdominal prosseguiu-se com a
abertura da mesma com subsequente exposi¢do e
retirada de intestino, figado e bago. Os o6rgaos in-
dividualmente processados foram macerados, sob
condicdes estéreis, em solucdo salina adicionada de
100 ug/mL de cloranfenicol e submetidos a agitagao
vigorosa em Vortex por 2 minutos.Posteriormente,
a solugdo, permaneceu em repouso por um periodo
de 60 minutos, de onde foram colhidas amostras e
imediatamente semeadas nos meios de cultura Agar
Sabouraud dextrose a 4% e Brain heart infusion
(BHI) acrescido de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro, e enriquecido com 10 g/L de glicose e 1
g/L de L-cisteina’. As culturas foram incubados a

25° e 37°C, respectivamente, por um periodo de 15
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a 20 dias, podendo estender —se até 40 dias'®. Apds
o periodo de sete dias de incubagéo, foram iden-
tificados fungos filamentosos com caracteristicas
macro e micromorfoldgicos classificados de acordo
com, Larone's, utilizando-se, a coloragdo de lacto-
fenol azul de algoddo. As colonias com crescimen-
to leveduriforme foram submetidas a coloracdo de
tinta nanquim, e com base na presenca de capsula,
prosseguiu-se com testes fisiologicos como: produ-
¢do de urease, termotolerancia a 35°C, sensibilidade
a cicloheximida e atividade enzimatica da fenoloxi-
dase, conforme descrito por Lugarini'’.

As colonias de fungos com potencial zoonético
foram submetidas a caracteriza¢ao molecular para a
identificagdo da espécie, por meio da rea¢do em ca-
deia da polimerases (PCR). Para a extracdo do DNA
uma por¢ao do isolado de levedura (obtida com a
utilizagdo de alga bacterioldgica) foi suspendida em
tubo de 1,5 mL contendo 500 pL de solugao de Tris-
EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA). Em seguida, a
mistura foi aquecida a 95°C por 3 minutos e conge-
lada em nitrogénio liquido por 1 minuto, cinco ve-
zes, com uma centrifugagdo final a 16.100 g por um

periodo de cinco minutos.



Foi utilizado um par de primers especificos para
regido do espagador transcrito interno (ITS-2) de
leveduras’® com as  respectivas
GTGAATCATCGAATCTTTGAAC (senso) e
TCCTCCGCTTATTGATATGC (anti-senso) (Invi-
trogen, Sdo Paulo, Brasil). A reagao ocorreu em 35 ci-
clos, sendo 94°C/2minutos (1X), 94°C/45 segundos,

61°C/1 minuto e 72°C/2 minutos (35X) e uma exten-

sequéncias:

sao final a 72°C por 10 minutos.

O fragmento resultante da PCR para a regido
ITS-2 foi purificado (QIAquick Gel Extraction Kit -
Qiagen®) e submetido a sequenciamento utilizando-
se 0 ABI Prism® Dye Terminator Cicling Sequence Kit
(Applied Biosystems™). As reagdes de sequencia-
mento foram realizadas nas duas direcdes, utilizan-
do-se os mesmos primers da PCR. Para analise do
sequenciamento da amostra foi utilizado o software
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 5.0.6. As
sequéncias obtidas foram entdo comparadas pela
ferramenta BLASTn junto as bases de dados do
NCBI/Genbank".

Tadarida brasiliensis [
Myotis nigricans B
Eptesicus furinalis |3
Lasiurus egaf
Desmodus rotundus

Molossus molossus g

Nyctinomops macroti
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A associagdo dos resultados microbiologicos com as
espécies de morcegos foram analisadas pelo teste para
varidveis ndo paramétricas do teste Qui-Quadrado
utilizando-se o software GraphPad Prism (versao 5.03
para Windows, GraphPad Software, San Diego Cali-
fornia USA) sendo que o valor de p < 0,05 foi consi-

derado estatisticamente significativo.

Resultados e Discussao

Foram colhidas 98 amostras colhidas pertenceram
a 11 espécies de morcegos, naturalmente distribuidas
por toda a regido Noroeste do Estado de Sao Paulo
(Figura 1).

Com rela¢io aos habitos alimentares houve predo-
minio de espécies frugivoras (40%), como Artibeus
lituratus e Carollia perspicillata, e insetivoras (40%),
entre Molossus rufus, Molossus molossus, Nyctinomops
macrotis, Lasiurus ega, Tadarida brasiliensis, Myotis
nigricans e Eptesicus furinalis e, em menor nimero se

encontram os animais de habitos nectarivoros (13%)

Glossophaga soricina |

Molossus rufus |

Artibeus lituratus

Carollia perspicillata §

10 15 20 25

Porcentagem de espécimes

Figura 1 - Resultados expressos em porcentagem de acordo com as espécies de morcegos encontradas - Aragatuba

- SP, 2010
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e sanguivoros (7%), Glossophaga soricina e Desmodus
rotundus, respectivamente.

Em nosso estudo a espécie de morcego de maior
ocorréncia foi C. perspicillata com 20 (20%) exempla-
res, sendo a mais predominante na regido Noroeste
do Estado de Sao Paulo, corroborando com os acha-
dos de Pedro e Taddei*. Porém, em capturas realiza-
das no municipio de Aragatuba no ano de 2009 houve
grande ocorréncia de A. lituratus, 72% dos espécimes
capturados (dados nao publicados), espécie frugivora,
previamente descrita como abundante nas regides da
Mata Atlantica®. Morcegos insetivoros como molossi-
deos e vespertilionideos sdo habeis em desviar de re-
des de neblina*, o que justifica a auséncia de morcegos
insetivoros em capturas e a prevaléncia de frugivoros.
A anilise da ficha de encaminhamento do Labora-
torio de Raiva dos espécimes, verificou-se notavel a
presenca de morcegos encontrados em areas urbanas
e domiciliares das cidades da regiao estudada, aumen-
tando significativamente, o contato interespécie com
o homem e animais, podendo acarretar sérios prejui-
zos a saude publica. M. molossus sdo sabidamente en-
contrados em dreas urbanas, principalmente em for-

ros de casas, construcdes e em ocos de arvores'.

Do total de 98 amostras de excretas e visceras de
morcegos submetidas aos cultivos microbiolégicos no
presente trabalho, 40 (41%) foram positivas para pelo
menos um género de fungo. Dos 49 fungos isolados
das amostras positivas no cultivo microbiolégico 25
(51%) corresponderam a fungos de cinco géneros,
Aspergillus sp., Fusarium sp., Microsporum sp., Trico-
phyton sp. e Penicillium sp.; e um da classe Zygomyco-
ta, 13 (26,5%); de leveduras dos géneros Candida sp.,
Cryptococcus sp. e Rhodotorula sp. e 11 (22%) nao
identificados, sendo 10 (20,4%) isolados de fungos
miceliais e um (4,9%) leveduras.

Das espécies de fungos isoladas a partir do cultivo de
amostras de morcegos da regido Noroeste do Estado de
Séo Paulo (Tabela 2), o género recuperado em maior
numero foi Aspergillus sp., totalizando 14 (29%) das
amostras positivas, corroborando com os dados obser-
vados por Rezende, Duarte e FiliG’, que também apre-
sentaram dominancia de Aspergillus sp. (79,16%) nas
amostras de fezes de morcegos. Entre outros fungos
miceliais encontrados trés amostras (6%) foram identi-
ticadas como Penicillium sp., duas (4%) como zigomi-
cetos e uma (2%) como Fusarium sp., fungos também

observados no trabalho do autor supracitado.

Tabela 2 — Espécies de fungos isolados a partir de fezes de morcegos - Aragatuba — SP, 2010

Espécies de

Chiroptera Aspergillus ~ Candida  Cryptococcus ~ Fusarium  Dermatophytos  Penicillium  Rhodotorula  Zigomiceto ~ ND
A, lituratus 5 0 1 0 0 0 2 0 6
C. perspicillata 3 0 0 0 2 3 3 0 2
D. rotundus 3 2 0 0 0 0 0 1 0
E. furinalis 1 0 0 0 0 0 0 0 0
G. soricina 2 0 0 0 0 0 0 0 0
L. ega 0 2 0 0 1 0 0 0 0
M. molossus 0 1 0 0 0 0 0 0 0
M. rufus 0 0 0 1 2 0 2 1 1
M. nigricans 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N. macrotis 0 0 0 0 0 0 0 0 2
T. brasiliensis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 14 5 1 1 5 3 7 2 11

ND = nao identificados
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No presente estudo, fungos dermatéfitos como Mi-
crosporum sp. e Tricophyton sp. foram recuperados em
cinco (10,2%) amostras de morcegos, corroborando
com os resultados de Kajihiro® (1965) que isolou 22,4%
de M. gypseum, 5% de T. mentagrophytes, 3% de T. ru-
brum e 0,5% de T. terrestre, a partir de fezes de morce-
gos de cavernas da regido Sudeste do Novo México.

Dos 14 isolados de leveduras (28,57% do total de
amostras) que foram submetidas ao teste da enzima
urease, oito (57,14%) apresentaram resultado po-
sitivo. Para o teste de termotolerancia, 13 (92,86%)
amostras tiveram crescimento exponencial em estufa
a 37°C por no maximo sete dias. Ja para o teste da
enzima fenoloxidase, apenas uma amostra (7,14%) foi
positiva a prova, sendo considerada pertencente ao
género Cryptococcus sp. e encaminhada para carac-
terizacdo molecular. As demais sete amostras (50%)
foram identificadas como pertencentes ao género
Rhodotorula sp., enquanto que outras cinco amostras
equivalentes a 35,71% foram compativeis com o gé-
nero Candida sp., semelhantemente aos resultados
apresentados por Mok, Luizao e Silva'®, que isolaram
espécies de Candida sp. de 66% de amostras prove-
nientes de figado, bago e pulméao de morcegos. A pre-
senc¢a de microorganismo com potencial patogénico
em excretas de morcego sugere um papel importante
do hospedeiro na ecoepidemiologia das enfermida-
des, principalmente pela viabilidade prolongada dos
patogenos em fezes no ambiente, podendo ser carrea-
da pelo vento para outras excretas nao contaminadas.
Nos isolados, ndo foi verificado a presenca de H. cap-
sulatum, diferentemente dos resultados expressos por
Mok, Luizdo e Silva'e Rezende, Duarte e Filit®, que
verificaram a presenca deste micro-organismo a par-
tir de material biologico de quirdpteros. Apos o pri-
meiro isolamento de H. capsulatum, por Emmons® em
1958, a partir de amostras de solo contaminadas com
excretas de morcego, outros autores ao longo dos anos
também reportaram sua presenga, especialmente em

cavernas, habitat comum dos morcegos’. Recente-
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mente, Galvao Dias et al.? isolaram 87 (3,6%) amostras
de H. capsulatum provenientes de érgios macerados
de morcegos, especificamente das espécies M. molossus
(74), N. macrotis (10), T. brasiliensis (1), M. rufus (1) e
Eumops glaucinus (1), todos insectivoros e provenien-
tes de areas urbana do estado de Sao Paulo. De acordo
com Rezende, Duarte e Filit® ha uma estreita ligagao
entre H. capsulatum e Cryptococcus neoformans a um
determinado ambiente como: cavernas, casas abando-
nadas, ocos de arvores, estando a prevaléncia do pato-
geno diretamente relacionada a temperatura, umidade
eao pH do ambiente 2?2 A regido noroeste do estado
de Sao Paulo caracteriza-se por clima quente e seco po-
dendo tal fato, justificar a negatividade do isolamento
de H. capsulatum em nossas amostras, uma vez que es-
ses fatores acarretariam uma diminui¢éo da viabilidade
do patégeno no ambiente.

A caracterizagdo molecular da regido ITS-2 da amos-
tra de Cryptococcus sp. do nosso experimento, nao nos
permitiu diferir entre as espécies de C. albidus, C. albi-
dosimilis, C. diffluens e C. liquefaciens (sequencias inde-
xadas no GenBank sob niimeros de acessos AF219002,
EU149787, AF145330 e AF444348, respectivamente),
uma vez que as mesmas apresentaram 100% de seme-
lhanca génica. Na analise dos nossos resultados verifi-
camos a possibilidade da amostra de Cryptococcus sp.
pertencer a espécie C. albidus, ja que esta espécie tem
sido isolada a partir de amostras de morcegos'’.

De acordo com a analise estatistica do teste Qui-
quadrado houve associacao estatistica significativa (p
=0,0393) entre os resultados do cultivo microbioldgi-
co com as espécies de morcegos. Entretanto, os resul-
tados dos fungos isolados foram variados com relagao
as espécies de morcegos, ndo sendo observada nenhu-

ma associagao especifica entre fungo e morcego.

Conclusoes

A andlise dos resultados permite concluir que a

microbiota fungica gastrintestinal de morcegos da
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regido constitui-se por fungos com potencial pato-
génico como Cryptococcus sp., Microsporum sp. e Tri-
cophyton sp.; oportunistas como Aspergillus sp., Can-
dida sp., Fusarium sp. e Penicillium sp., e ambientais
como, Rhodotorula sp. e zigomicetos. Nossos resulta-
dos nao permitiram-nos fazer uma associagdo entre
espécies de morcegos e fungos isolados, negando a
existéncia da relagdo interespecifica entre os mesmos.

Novos trabalhos devem ser desenvolvidos a fim de co-
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