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Numero: 48306-1 Data da Emissao: 24/04/2015 16:33 | Data para Revalidacdo*: 23/05/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André ‘CPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZAQAO MQLECULAH DE aanoneu pp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO

PARA E PARANA, BRASIL

Nome da Instituigdo : UNESP JABOTICABAL |CNPJ: 48.031.918/0012-87

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Extracdo de DNA das amostras de baco e figado de quirépteros 07/201 07/201
2 | Captura e colheita de amostras biolégicas de quirdpteros 07/201 07/201
3 [ gPCR para 0 gene nuoG para Bartonella spp. 07/20 07/201
4 | Caracterizacdo molecular por PCR convencional 01/20 07/2016
Sequenciamento 01/20 07/20
Anadlise Filogenética 08/2016 12/20
Relatério e discussao dos resultados obtidos 12/2016 02/20

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desti ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estao sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsével pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br (Servi¢os on-line -
Licenca para importacéo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e néo CITES).

O titular de licenga ou autorizag@o e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo taxondmico de ir em condic&o in situ.
O titular de autorizagao ou de Iicenga permanente, assim como 0s membms de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,
6 issdo ou falsa d ic@o de informago que subsidi dicio do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenca

suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material bioldgico coletado apreendldo nos termos da legislacao brasileira em vigor.
iSpel ogada

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislac@o que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condicbes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

As redes de neblinas deverao ser verificadas no minimo de 30 em 30 minutos.
1 | N&o esta autorizada a coleta, transporte de fémeas grévidas ou em processo de amamentagéo.

Somente esta autorizada a captura e coleta de amostras da espécie Eptesicus taddeii.

2 1 - A regularizacao fundiaria da UC € incipiente, sendo sua area ainda constituida por propriedades particulares. Orientamos o contato prévio com
|© | os proprietarios de areas de interesse para coleta, visando evitar conflitos no acesso em algumas areas.

Equipe
[#] Nome Funcdo [CPF | Doc. Identidade N: 2|

Este documento (Autorizag&o para atividades com alidad: '§¢i |
de-autenticac@o abaixo, qualquer cidadao podera vgnfic g
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). :

oI | |||
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Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André = B ¥ = 8 = 3 ~ | CPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Ba

onella spp. EM QUIRGPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO
PARA E PARANA, BRASIL =

Nome da Instituicao : UNESP JABOTICABAL CNPJ: 48.031.918/0012-87
| 1 | Meire Christina Seki Captura de quirépteros 218.740.398-01 25188501x SSP-SP Brasileira
Captura de quirépteros,
2 | Priscila lkeda colheita e processamento das | 078.839.189-58 80538928 SSP-PR Brasileira
amostra
3 | Joio Marcelo Deliberador Miranda g;fg;:g;fe"”’ma° 98 |025.857.250-01  |61613366 SESP-PR Brasileira
|4 | Adriano de Oliveira Torres Carrasco Captura de quirépteros 020.075.229-42 2/C 3359606 SSP-SC
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# Municipio UF | Descricao do local Tipo
1 | GUARAPUAVA PR Guarapuava Fora de UC Federal
2 PR RESERVA BIOLOGICA DAS ARAUCARIAS UC Federal
Atividades X Taxons .
# Atividade Taxons

Artibeus cinereus, Glossophaga soricina, Promops nasutus, Myotis riparius, Glyphonycteris
sylvestris, Chiroderma villosum, Myotis albescens, Noctilio albiventris, Mimon bennettii,
Pygoderma bilabiatum, Lasiurus blossevillii, Eumops bonariensis, Trachops cirrhosus,
Phyllostomus discolor, Anoura geoffroyi, Eumops glaucinus, Phyllostomus hastatus, Nyctinomops
laticaudatus, Platyrrhinus lineatus, Molossops neglectus, Artibeus fimbriatus, Eumops
auripendulus, Lasiurus ega, Rhogeesa hussoni, Desmodus rotundus, Eumops perotis, Uroderma
bilobatum, Macrophylium phyllum, Myotis nigri Anoura caudifera, Tonatia bidens,
Eptesicus brasiliensis, Thyroptera tricolor, Tadarida brasiliensis, Chiroderma doriae, Histiotus
montanus, Eptesicus taddeii, Artibeus lituratus, Cynomops planirostris, Vampyressa pusilla,
Platyrrhinus recifinus, Peropteryx macrotis, Myotis ruber, Carollia perspicillata, Artibeus obscurus,
Molossops temminckii, Histiotus velatus, Cynomops abrasus, Sturnira lilium, Diphylla ecaudata,
Eptesicus furinalis, Diaemus youngi, Noctilio leporinus, Molossus molossus, Eumops hansae,
Micronycteris megalotis, Nyctinomops macrotis, Artibeus planirostris, Molossus rufus,
Chrotopterus auritus, Sturnira tildae, Eptesicus diminutus, Lasiurus cinereus, Myotis levis

1 | Captura de animais silvestres in situ

Eptesicus brasiliensis, Chiroderma doriae, Myotis levis, Macrophyllum macrophylium, Artibeus
obscurus, Sturnira lilium, Eptesicus diminutus, Rhogeesa hussoni, Histiotus montanus, Molossops
temminckii, Thyroptera tricolor, Artibeus fimbriatus, Myotis riparius, Noctilio albiventris, Tonatia
bidens, Pygoderma bilabiatum, Vampyressa pusilla, Eptesicus taddeii, Nyctinomops laticaudatus,
Eumops glaucinus, Nyctinomops macrotis, Eumops hansae, Glossophaga soricina, Diaemus

youngi, Histiotus velatus, Micronycteris lotis, Myotis nigri Molossops I
e A Cynomops planirostris, Myotis albescens, Eumops bonariensis, Anoura geoffroyi, Trachops
2. | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ cirrhosus, Lasiurus cinereus, Uroderma bi Phyll h Noctilio leporinus,

Artibeus lituratus, Platyrrhinus lineatus, Promops nasutus, Eumops perotis, Carollia perspicillata,
Artibeus planirostris, Desmodus rotundus, Myotis ruber, Molossus rufus, Sturnira tildae,
Chiroderma villosum, Cynomops abrasus, Artibeus cinereus, Eumops auripendulus, Mimon
bennettii, Phyllostomus discolor, Lasiurus ega, Platyrrhinus recifinus, Lasiurus blossevillii, Diphylla
ecaudata, Eptesicus furinalis, Peropteryx macrotis, Molossus molossus, Glyphonycteris sylvestris,
Chrotopterus auritus, Anoura caudifera, Tadarida brasiliensis

é@dqgomfﬁéée»;qa Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidad@o podera vel i icar a gglaéﬂacf. deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Mo e I | | ||
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OCORRENCIA E CARACTERIZA(}AO MOLECULAR DE Bartonella spp. E
Mycoplasma spp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NO BRASIL

RESUMO - Doencgas transmitidas por vetores artropodes tem se tornado cada vez
mais importantes para a salude humana e animal. Neste sentido, o papel dos
animais selvagens como reservatorios na transmissao destas enfermidades vem
sendo investigado. A ordem Chiroptera € considerada o segundo maior grupo de
mamiferos no mundo, hospedando importantes patégenos zoondticos, tais como
virus e bactérias. Bartonella spp. e Mycoplasma spp. sdo bactérias que parasitam
eritrocitos de diferentes espécies de mamiferos, incluindo humanos, podendo causar
manifestacdes clinicas diversas. O presente estudo objetivou pesquisar a ocorréncia
e analisar filogeneticamente Bartonella spp. e Mycoplasma spp. em quirGpteros
amostrados no Brasil. Para tal, foram colhidas 325 amostras de sangue e/ou tecidos
(figado, coracdo e baco) de 162 quirdpteros pertencentes a 19 espécies distribuidas
em quatro familias distintas de cinco estados: Mato Grosso, Para, Parana, Séo
Paulo e Tocantins. Destas, trés amostras mostraram-se negativas para 0 gene
endogeno de referéncia (GAPDH), sendo excluidas das analises. Portanto, do total
de 322 amostras, 17 (5,28%) mostraram-se positivas para Bartonella spp. por meio
da PCR em tempo real baseada no gene nuoG. A quantificagdo de um fragmento do
gene nuoG de Bartonella spp. por microlitro variou de 4,4 x 10° a 6,95 x103
cOpias/pL nas amostras de sangue e teciduais dos quirGpteros. Ainda, 45 amostras
(13,97%) mostraram-se positivas para hemoplasmas por meio da PCR convencional
baseada no gene 16S rRNA. Destas amostras foram obtidas sete sequéncias para
Bartonella (nuoG [n=3], gltA [n=2], rpoB [n=1], ftsZ [n=1]), e cinco sequéncias de um
fragmento do gene 16S rRNA de Mycoplasma spp. Nas analises filogenéticas, as
sequéncias de Bartonella spp. posicionaram-se proximamente a genétipos de
Bartonella spp. detectados em quirOpteros amostrados em paises da América
Latina. Todas as cinco sequéncias de hemoplasmas formaram um grupo
monofilético, tanto pela andlise de Maxima Verossimilhangca quanto pela Inferéncia
Bayesiana, mostrando-se filogeneticamente relacionadas a Mycoplasma coccoides.
As amostras positivas para Bartonella spp. foram provenientes das espécies
Phyllostomus hastatus, Carollia perspicillata, Sturnira lilium, Glossophaga soricina e
Natalus espiritosantensis. Trata-se da primeira descricdo de Bartonella spp. na
Gltima espécie de quirdptero elencada. Os quirGpteros positivos para hemoplasmas
pertenciam as espécies Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops auripendulus,
Glossophaga soricina, Molossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans e
Sturnira lilium, sendo a primeira evidéncia da circulacdo deste patégeno nestas
espécies. Os genotipos de Bartonella spp. obtidos mostraram-se filogeneticamente
préximos a gendtipos detectados em quirépteros amostrados em outras regides do
mundo. Ainda, evidenciou-se a presenca de gendtipos filogeneticamente dispares
entre si em diferentes regides do Brasil. J& os genotipos de Mycoplasma spp.
obtidos mostraram-se préximos entre si como um grupo monofilético, mas distantes
dos previamente detectados em quirOpteros dos Estados Unidos da América e
Espanha. Portanto, o presente trabalho evidenciou, pela primeira vez, a circulagéao
de Bartonella spp. e hemoplasmas entre quirépteros amostrados no Brasil e
identificou novas espécies de quirépteros como hospedeiros das bactérias
estudadas.
Palavras-chave: Analise filogenética, Bartonella, Mycoplasma, Quirépteros
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OCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Bartonella spp. AND
Mycoplasma spp. IN BATS SAMPLED IN BRAZIL

ABSTRACT - Vector-borne diseases have become increasingly important to
human and animal health. The role of wild animals as reservoirs in the transmission
of these diseases has been investigated. The Chiroptera Order is considered the
second largest group of mammals in the world, hosting important zoonotic virus and
bacteria. Bartonella spp. and Mycoplasma spp. are bacteria that parasites different
mammals species' erythrocytes, including humans, causing different clinic
manifestations. The present work aimed at investigating the occurrence and
assessing the phylogenetic positioning of Bartonella spp. and Mycoplasma spp. in
bats sampled in Brazil. A total of 325 blood and/or tissue (liver, spleen and heart)
samples were collected from 162 bats belonging to 19 species distributed in four
different families from five states: Mato Grosso, Pard, Parana, Sdo Paulo and
Tocantins. Three samples showed negative results in the conventional PCR based
on GAPDH gene and excluded from analysis. Seventeen (5,28%) out of 322 bats'
samples were positive to qPCR for Bartonella spp. based on nuoG gene. The
quantification of a Bartonella spp. nuoG gene fragment per microlitro in bats” blood
and tissues ranged from 4,4 x 10° a 6,95 x103 copies/yL. On the other hand, 45
(13,97%) samples were positive to cPCR assays for hemoplasmas based on 16S
rRNA gene. Seven sequences were obtained for Bartonella spp. (nuoG [n=3], gltA
[n=2], rpoB [n=1], ftsZ [n=1]), and five 16S rRNA sequences were obtained for
Mycoplasma spp. In the phylogenetic analysis, the found Bartonella spp. sequences
clustered with Bartonella spp. genotypes previously detected in bats sampled in Latin
America countries. All five hemoplasmas sequences clustered together as a
monophyletic group and closely related to Mycoplasma coccoides, by Maximum
Likelihood and Bayesian Inference analyses. The biological samples positive for
Bartonella spp. were collected from Phyllostomus hastatus, Carollia perspicillata,
Sturnira lilium, Glossophaga soricina and Natalus espiritosantensis bats species.
This is the first report of occurrence of Bartonella spp. in Natalus espiritosantensis.
The positive biological samples for hemoplasmas were collected from animals
belonging to the species Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops auripendulus,
Glossophaga soricina, Molossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans and
Sturnira lilium, which represented the first evidence of the circulation of this pathogen
in these species. The Bartonella spp. genotypes showed a phylogenetic relation with
genotypes detected in bats sampled in other regions in the world; additionally,
genotypes detected in bats from different regions of Brazil were phylogenetic distant
from each other. However, Mycoplasma spp. genotypes obtained from bats’
biological samples from Brazil showed a closely relation among each other,
comprising a monophyletic group, but distant from genotypes obtained in bats from
the United States of America and Spain. Therefore, this is the first record of
circulation of Bartonella spp. and Mycoplasma spp. among bats from Brazil,
describing new species of bats as hosts of the studied bacteria.

Keywords: Phylogenetic analysis, Bartonella, hemotropic micoplasmas, Chiroptera.
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grupo de pesquisa. Foi utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos
valores acima de 50% estdo mostrados em cada clado. Brucella
abortus e Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos
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Figura 21. Analise filogenética de um fragmento de 790pb do gene
ftsZ para Bartonella spp. utilizando o método de inferéncia bayesiana
(BI) com modelo evolutivo de transicdo (TIM1) com sitios invariaveis e
distribuicdo gamma . A sequéncia do presente estudo esta destacada
em vermelho. Sequéncias em azul foram obtidas a partir de amostras
provenientes de roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Foi
utilizada simulacéo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) com
10° geragdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores
acima de 50% estdo demonstrados em cada clado. Brucella abortus e
Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos externos.............

Figura 22. Andlise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de maxima
verossimilhanca com modelo evolutivo tempo reversivel generalizado
(GTR) com sitios invariaveis e distribuicdo gamma As sequéncias do
presente estudo estdo destacadas em vermelho formando um grupo
monofilético. Foi utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos valores
acima de 50% estdo mostrados em cada clado. Mycoplasma
pneumoniae foi utilizado como grupo externO..........cccceeeeeeeeeveeeveeieiiinnns

Figura 23. Andlise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de inferéncia
bayesiana (Bl) com modelo evolutivo de transicao (TIM1) com sitios
invariaveis e distribuicdo gamma de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para hemoplasmas. As sequéncias do presente estudo
estdo destacadas em vermelho formando um grupo monofilético. Foi
utilizada simulacéo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) com
10°¢ geragdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores
acima de 50% estdo demonstrados em cada clado. Mycoplasma
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1. INTRODUCAO

No inicio do século 21, indicou-se a necessidade de colaboracao
interdisciplinar para prevenir e controlar zoonoses. Foi criado, portanto, o termo “One
Health”, o qual compreende a saude humana, animal e ambiental, levando em
consideragcdo aspectos de segurangca alimentar, resisténcia antimicrobiana,
mudancas climaticas e ligacdo humano-animal com a finalidade de identificacéo,
controle e prevencao de enfermidades (GIBBS, 2014).

Estima-se que 75% das doencas emergentes sejam compostas por zoonoses,
cuja maioria € originada de animais selvagens (TAYLOR et al., 2001; JONES et al.,
2008). Jones et al. (2008) indicam que, dentre as doencas emergentes, aquelas
veiculadas por vetores artrépodes compreendem cerca de 22,8%. Na ultima década,
a riqueza de espécies hospedeiras da fauna selvagem se tornou um preditor
importante para a ocorréncia de doengas emergentes zoonéticas com origem na
vida selvagem, sem levar em consideracdo o crescimento populacional, latitude ou
interferéncias climéaticas (JONES et al., 2008). Neste contexto, animais selvagens
podem atuar como importantes fontes de infeccdo para animais domésticos e
humanos (HARRUS e BANETH, 2005) e o monitoramento da presenca de
patbgenos naqueles se torna um importante método preventivo de infeccbes
zoonodticas (GALAN et al., 2016).

Aproximadamente 20% dos mamiferos conhecidos sao constituidos por
individuos da Ordem Chiroptera, a qual compreende o segundo maior grupo de
mamiferos no mundo, com mais de 1200 espécies distribuidos em todos os
continentes, exceto Antartida (SCHIPPER et al., 2008). Estes animais podem atuar
como reservatorios, hospedeiros e fontes de infeccdo para diversos agentes com
potencial zoondtico, tais como lyssavirus, hantavirus, Leptospira spp., Pasteurella
spp., entre outros (MUHLDORFER, 2013). Tal fato se deve a alta mobilidade, ampla
distribuicdo, comportamento social e longevidade deste grupo de mamiferos (BAI et
al., 2011).

Com o avanco da biologia molecular nos ultimos anos, a deteccdo e

caracterizacdo de novos microorganismos vém sendo empregadas a fim de se obter



maior conhecimento sobre a circulagdo de possiveis patdogenos em animais
selvagens (HARRUS e BANETH, 2005).

Embora Bartonella spp. e Mycoplasma spp. ja tenham sido descritos em
quiropteros de diversos paises, 0s relatos no Brasil sdo inexistentes até o presente
momento. H& grande riqueza de espécies pertencentes a esta ordem de mamiferos
ocorre no Brasil, com aproximadamente 167 espécies abrangendo todo o territério
nacional em areas urbanas e em regides da Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal, no arido nordeste e pampas gauchos (REIS et al., 2007). Levando em
consideracdo que diversas espécies de quirOpteros estdo presentes em areas
urbanas e que o turismo ecolégico vem crescendo cada vez mais, é importante
ressaltar a importancia de estudos epidemioldgicos para prevencdo de possiveis
doencas emergentes. Portanto, o presente estudo objetivou investigar a ocorréncia
de Bartonella spp. e Mycoplasma spp. em quirépteros amostrados em cinco estados

do Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quiropteros Brasileiros

O nome Chiroptera origina-se do grego Cheir=mao e pteron=asas e abrange
mamiferos que possuem membros anteriores altamente modificados e
especializados para o vbéo, com alongamento 6sseo e presenca de membrana
elastica denominada patagio. Este grupo de animais lembra roedores alados e a
origem ao nome morcego tem origem do latim: muris=rato e coecus=cego. S&o
animais com grande diversidade de espécies, complexidade biolégica e grande
importancia ecoldgica. Possuem habitos noturnos e podem percorrer mais de 80km
por noite para alimentacdo. Apresentam praticamente todos os habitos alimentares,
compreendendo hematofagia, polinivoria, nectarivoria, piscivoria, onivoria,
insetivoria, frugivoria e carnivoria, o que remete a grande importancia desses
animais na dispersao de sementes, polinizagao e controle de insetos (PERACCHI et
al, 2006; REIS et al., 2007). Bernard (2002) analisou 252 amostras fecais de 35

espécies e encontrou sementes, frutas e insetos. Dentre os insetos encontrados,



identificou-se presenca de Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Isoptera e
Arachnida.

Pouco se sabe a respeito da ancestralidade dessa ordem de animais, embora
seja indicada a subdivisdo desse grupo em duas subordens bem conhecidas e
diferenciadas entre si filogeneticamente: os Megachiroptera e Microchiroptera
(MURPHY et al., 2001; JONES et al., 2002; REIS et al., 2007; SONG et al., 2012).
Os Megachiroptera, também chamados de “megabats ou “Old World fruit bats”, sdo
representados por uma unica familia (Pteropodida), conhecidos como raposas
voadoras, as quais podem chegar a 1,5kg e 1,7/m de envergadura, além de
possuirem olhos grandes, uma vez que utilizam a visdo para localizacdo. Esses
animais ocorrem apenas em regides tropicais da Africa, india, sudeste da Asia e
Australia. Os Microchiroptera, também conhecidos como “microbats”, pesam entre 2
a 196g, com tamanho de antebraco variando de 22 a 110mm. Os microquiropteros
tém capacidade de ecolocalizacdo, a qual consiste na orientagdo durante o v6o pela
emissdo e percepcado de som de alta frequéncia. Ocorrem em toda a extenséo
territorial brasileira e representam a segunda ordem de maior riqueza em espécies,
perdendo somente para os roedores. No Brasil sdo representados por nove familias
com 167 espécies (PERACCHI et al, 2006).

Por serem animais noturnos, possuem mudanca na sua atividade em
resposta ao aumento da luminosidade lunar. Breviglieri (2011) inferiu que em locais
de cobertura por dossel em areas de sub-bosque, a luminosidade lunar diminui as
atividades de individuos, fato observado através de uma menor taxa de captura de
espécimes de Platyrrhinus lineatus. Ja nos fragmentos de area de com maior
sombreamento, a atividade dos animais ndo diminui em relac&o ao ciclo lunar.

Em relagcdo a ocorréncia desses animais no territorio brasileiro, maior
conhecimento de sua distribuicdo é relatado na Floresta de Mata Atlantica, com 80%
do bioma ja estudado. Ja na Amaz6nia, menos de 25% da regido tem registros de
ocorréncia de quirépteros. Os locais com menos dados sdao os Pampas e a
Caatinga. Mesmo assim, ndo se pode considerar que todos os biomas sdo bem
pesquisados, ja que se estima que quase 60% do territdrio nacional ndo tenham
relatos da ocorréncia de quiropteros (BERNARD, AGUIAR e MACHADO, 2011).



O registro de ocorréncia de espécies de morcegos para a Amazodnia Brasileira
€ de aproximadamente 146 espécies, distribuidas em 64 géneros, compreendendo
as nove familias da regido neotropical: Emballonuridae, Phyllostomidae,
Mormoopidae, Noctilionidae, Furipteridae, Thyropteridae, Natalidae, Molossidae e
Vespertilionidae. O estado do Par4d é aquele com maior numero de espécies
registradas (BERNARD, TAVARES e SAMPAIO, 2011).

Na regido sul do Brasil, ha relato de ocorréncia de um total de 70 espécies
distribuidas em sete familias: Embalonuridae, Noctilionidae, Phyllostomidae,
Furipteridae, Thryropteridae, Vespertilionidae e Molossidae. O estado do Parana € o
mais rico, apresentando 64 espécies, seguido por Santa Catarina com 47, e Rio
Grande do Sul com 40 (PASSOS et al., 2010).

Bernardi (2015) analisou 83 comunidades de quirGpteros da América Latina e
encontrou 214 espécies, representando 53% de quirdpteros neotropicais. A espécie
mais representativa foi Artibeus lituratus, que teve ocorréncia em 76 comunidades,
seguida por Carollia perspicillata, Desmodus rotundus, Sturnira lilium, Glossophaga
soricina, Myotis nigricans, Artibeus planirostris, Phyllostomus hastatus, Molossus
molossus, Chrotopterus auritus e Artibeus obscurus.

Dentre a ocorréncia de quirbépteros no Brasil, espécimes das familias
Phyllostomidae, Vespertillionidae e Molossidae foram os mais frequentemente
encontrados (PASSOS et al.,, 2010; BERNARD, TAVARES e SAMPAIO, 2011,
BERNARDI, 2015).

Sao animais comumente relacionados as zoonoses, principalmente com a
raiva. Entretanto, nas maiores capitais brasileiras, os indices de raiva em morcegos
oscilam entre 0,5% e 0,8%, 0 que corresponde aos padrdes normais estabelecidos
pela Organizacdo Mundial de Saude. Entretanto, pouco se sabe no que diz respeito
a ocorréncia de outros patégenos zoonéticos neste grupo de animais (PACHECO et
al., 2010).

Dessa forma, torna-se importante o estudo de patdgenos zoondticos
circulantes em quirépteros, os quais representam um grande grupo de animais da

fauna brasileira.



2.2 Bartonella spp.
2.2.1 Agentes etiologicos

O género Bartonella engloba alfa-proteobactérias pertencentes a ordem
Rhizobiales (MORSE et al., 2012) (Quadro 1). Sdo bactérias gram-negativas,
intracelulares facultativas, que parasitam principalmente eritrocitos e células
endoteliais e que vém sendo identificadas em uma ampla variedade de mamiferos,
inclusive em seres humanos. Sugere-se que a maioria das espécies representantes
deste grupo de bactérias tenha se adaptado a seus reservatorios mamiferos de
forma Unica e em faixas restritas de espécies hospedeiras (KOSQY et al., 2010; BAI
et al., 2011; VEIKKOLAINEN et al., 2014).

Quadro 1. Classificacao taxondmica de organismos do género Bartonella

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Bartonellaceae
Género Bartonella

Fonte: Euzéby, 1997.

As doencas causadas por este grupo de bactérias podem se manifestar de
forma autolimitante, com febre passageira e até enfermidades sistémicas
potencialmente fatais, sendo que uma mesma espécie pode produzir manifestacdes
clinicas diferentes. Na sua maioria sdo consideradas como patdgenos reemergentes
e zoondticos (KOSQY et al., 2010, PITASSI, 2015; VIEIRA-DAMIANI et al., 2015),
compreendendo pelo menos 34 espécies ja conhecidas (BREITSCHWERDT, 2015).

Acredita-se que as espécies de Bartonella consideradas patogénicas possam
estar associadas a uma determinada espécie de hospedeiro vertebrado,
correlacionando-se predominantemente a um vetor envolvido, o qual também
assume preferéncia por determinados hospedeiros. Desta forma, em roedores
encontraram-se frequentemente as espécies B. elizabethae, B. grahamii, B.
washoensis e B. vinsonii subsp. arupensis; jA em gatos, B. henselae é a espécie de
maior ocorréncia; B. vinsonii subsp. berkhoffii, por sua vez, esta frequentemente

associada a cées. Desta forma, considerando-se o grande numero de animais



reservatorios e de insetos vetores, a transmissao desse agente do ponto de vista
zoonoGtico mostra-se mais substancial que aquela imaginada outrora, levando a um
cenario epidemiolégico desafiador (BREITSCHWERDT e KORDICK, 2000;
BREITSCHWERDT et al., 2010a).

2.2.2 Bartonella spp. em quirdpteros

Estudos demonstram que bactérias do género Bartonella possuem alta
prevaléncia entre comunidades de mamiferos, sendo que quirépteros representam o
segundo principal reservatério, perdendo somente para os roedores (LIN et al.,
2012).

Ja foi demonstrada presenca de Bartonella spp. em quirdpteros amostrados
no Reino Unido (CONCANNON et al.,, 2005), Quénia (KOSOY et al., 2010),
Guatemala (BAI et al., 2011, WRAY et al., 2016), Taiwan (LIN et al., 2012), Peru
(BAI et al., 2012), Nigeria (KAMANI et al., 2014), Porto Rico (OLIVAL et al., 2015),
Finlandia (LILLEY, VEIKKOLAINEN e PULLIAINEN, 2015), Madagascar (BROOK et
al., 2015), Costa Rica (JUDSON, FRANK e HADLY, 2015), Guiana Francesa
(DAVOUST et al., 2016), Gana (MANNERINGS et al., 2016), Argélia (LEULMI et al.,
2016), Africa do Sul e Suazilandia (DIETRICH et al., 2016) e na China (HAN et al.,
2017), conforme representado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo dos paises (areas preenchidas) cuja deteccédo de
Bartonella spp. em quirépteros ja foi demonstrada.



Na Inglaterra, Concannon et al. (2005) detectaram a presenca de DNA de
Bartonella spp. em tecido cardiaco de cinco morcegos pertencentes a quatro
espécies distintas. Por meio da andlise filogenética baseada no gene citrato sintase
(gltA), foram identificados cinco gendtipos distintos, provavelmente derivados de
duas espécies diferentes de Bartonella.

No Quénia, Kosoy e colaboradores (2010) também verificaram a presenca
destes agentes em morcegos, com uma porcentagem de isolamento dos patdégenos
de 30,2% (106/331) a partir de cultura de amostras de sangue, as quais foram
confirmadas com amplificacdo e sequenciamento de um fragmento do gene gltA. A
prevaléncia encontrada seguiu a seguinte distribuicdo por espécies de quirépteros:
Eidolon helvum (23/88 [26,1%]); Roussetos aegyptiacus (22/105 [21%]); Coleura afra
(4/9 [44,4%)]); Triaenops persicus (7/8 [87,5%]); Hipposideros commersoni (1/4
[25%]); e Miniopterus spp. (49/87 [56,3%)).

Na Guatemala, dentre uma amostra de 118 morcegos, 41 mostraram-se
positivos para o agente em questdo por meio da técnica de PCR convencional (BAI
et al., 2011). Os autores encontraram 21 variantes pertencentes a 13 filogrupos de
Bartonella spp. A ocorréncia dos patdogenos ocorreu de forma significantemente
maior em Phyllostomus discolor (9/8 [88,8%]), Phyllostomus davyi, (7/10 [70%)]) e
Desmodus rotundus (15/31 [48,4%]), quando comparada aquela encontrada em
individuos das espécies Sturnira lilium (1/12 [8,3%]) e Glossophaga soricina (2/15
[13,3%]). Mais recentemente, Wray et al. (2016) encontraram positividade de
10,85% (43/396) para Bartonella spp. em amostras de sangue (35/89 [39,32%)]),
soro (3/89 [3,37%]) e swab fecal (5/103 [4,85%]) em exemplares de Desmodus
rotundus.

Em Taiwan, Lin et al. (2012) investigaram a ocorréncia de Bartonella spp. em
morcegos, roedores e musaranhos. Dentre quatro espécies de quiropteros
amostradas, Bartonella spp. foram detectadas apenas em morcegos da espécie
Miniopterus schreibersii, com uma frequéncia de 6/14 (42,9%).

Nas regibes de Santa Marta e Truenococha, no Peru, uma prevaléncia de
24,1% de infeccdo por Bartonella spp. foi encontrada em 11 diferentes espécies de
morcegos, por meio do isolamento a partir de amostras de sangue: Artibeus
obscurus (1/10 [10%]); Artibeus planirostris (2/16 [12,5%]); Carollia brevicauda (2/2



[100%)]); Carollia perspicillata (4/29 [13,8%]); Desmodus rotundus (10/18 [55,6%]);
Glossophaga soricina (1/2 [50%]); Myotis spp. (1/6 [16,7%]); Phyllostomus discolor
(2/2 [100%]); Phyllostomus hastatus (1/2 [50%]); Sturnira lilium (1/1 [100%)]); e
Vampyriscus bidens (2/3[66,7%]). Os autores relataram auséncia de isolamento de
Bartonella spp. a partir de amostras de sangue da espécie Molossus molossus
(0/10) (BAl et al., 2012).

Kamani et al. (2014) coletaram amostras de sangue e ectoparasitas
(Nycteribiidae) de 148 quirépteros nas cidades de Bauchi e Gboko, na Nigéria. Os
autores encontraram uma ocorréncia de 51,4% (76/148) de positividade para
Bartonella spp. na qPCR baseada na regido intergénica ITS e 18,9% (28/148) na
gPCR baseada no gene rpoB em amostras de sangue dos animais. Na cPCR foi
encontrada positividade de 9,5% (14/148) para o gene gltA. Dentre as amostras de
ectoparasitas, 41,7% (10/24) e 29,2% (7/24) mostraram positividade em ensaios de
gPCR baseados na regido intergénica ITS e gene rpoB, respectivamente. JA no
cultivo em placas de agar chocolate (seladas com “shrink seal”), de 23 amostras de
sangue, 45,5% de positividade foi encontrada em quiropteros da espécie
Micropterus spp., 25% em Rhinolophus spp., 15,2% em espécie Eidolon helvum e
10% em Epomophorus spp. As sequéncias obtidas pelos autores se posicionaram
em trés clados diferentes com amostras de Bartonella spp. detectadas em morcegos
e seus ectoparasitas da regido do Quénia e Gana.

Em Porto Rico, Olival et al. (2015) investigaram se morcegos de um mesmo
nicho dividem genatipos similares de Bartonella spp., correlacionando com possiveis
vetores envolvidos. Os animais capturados eram provenientes da regido da Mata de
Platano Nature Reserve com enfoque na Cueva de los Culebrones. As espécies
coletadas com maior frequéncia foram aquelas pertencentes a familia
Phyllostomidae, compreendendo as espécies Artibeus jamaicensis, Brachyphylla
cavernarum e Moniphyllus redmani. Em morcegos pertencentes a ultima espécie
relatada foram encontrados quatro genotipos distintos de Bartonella spp. Além disso,
0os autores detectaram Bartonella spp. em Trichobius spp, um ectoparasita
comumente encontrado nas espécies de morcegos supracitadas. Os autores

sugerem que a carga de ectoparasitas e a especificidade do vetor para um individuo



podem explicar as diferengas encontradas tanto na diversidade das bartonelas como
na prevaléncia destas entre as espécies de morcegos.

Lilley, Veikkolainen e Pulliainen (2015) reforcam a importancia dos quiropteros
como reservatorios de Bartonella spp. e sugerem a presenca de uma nova espécie,
‘Candidatus B. hemsundetiensis’, filogeneticamente proxima a B. tamiae e B.
bacilliformis, detectada em quirGpteros da espécie Myotis daubentonii proveniente do
sudeste da Finlandia.

Em Madagascar, Brook et al. (2015) investigaram a presenca de DNA de
Bartonella spp. em amostras de sangue de quirOpteros das espécies Eidolon
dupreanum e Pteropus rufus e ectoparasitas Cyclopodia dubia e Thaumapsylla sp.,
por meio de ensaios de PCR convencional baseadas nos genes gltA, ftsZ, e nuoG
para amostras de artropodes, e gltA e ITS para amostras de sangue de morcegos.
Amostras de DNA de Bartonella spp. foram detectadas somente em exemplares de
Eidolon dupreanum (44,68% [21/47]) e em seus ectoparasitas da espécie
Cyclopodia dubia (89,47% [17/19]). Por outro lado, exemplares de Pteropus rufus, os
quais foram capturados simpatricamente, mostraram-se negativos quanto a
presenca de Bartonella spp. e ectoparasitas. Deste modo, 0s autores sugeriram que
moscas ectoparasitas de quirGpteros tém um papel importante na transmissao de
Bartonella spp.

Por meio da PCR convencional baseada no gene gltA, Judson, Frank e Hadly
(2015) encontraram ocorréncia de 52,7% (29/55) de Bartonella spp. em moscas
ectoparasitas de quirépteros e 33,3% (21/63) em quirdpteros amostrados na Costa
Rica. De acordo com os autores supracitados, a mesma variante de Bartonella spp.
poderia ser compartilhada entre os quirépteros amostrados e 0s ectoparasitas
atuariam como vetores entre estes animais, uma vez que foram encontrados
genatipos idénticos de Bartonella spp. em diferentes morcegos e seus respectivos
ectoparasitas.

Na Guiana Francesa, Davoust et al. (2016) isolaram duas amostras de
Bartonella spp. a partir de amostra de sangue de Noctilius albiventris e Pteronotus
parnelli. As sequéncias obtidas mostraram-se diferentes das espécies conhecidas

de Bartonella, sugerindo a ocorréncia de duas novas espécies.
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Mannerings et al. (2016) testaram 335 amostras de soro de voluntarios da
regido de Acra, Gana, que tiveram contato com quirépteros da espécie E. helvum, e
de 70 animais domésticos (cinco gatos, 23 galinhas, sete vacas, seis cées, 21
cabras e oito ovelhas) que habitavam locais proximos as colbnias de quirépteros. As
amostras foram submetidas a cultura, PCR e Reac¢éo de Imunofluorescéncia Indireta
para deteccdo de anticorpos contra espécies de bartonela que ja foram isoladas de
E. helvum. Os autores encontraram negatividade em todas as culturas. Pela PCR foi
encontrada apenas uma amostra de sangue de humano positiva para B. clarridgeiae
e uma amostra de sangue de gato positiva para B. henselae. Nos ensaios de
Imunofluorescéncia trés amostras de soro de humanos foram reativas para B.
henselae e cinco para B. quintana. Com base nos resultados, os autores sugeriram
baixa taxa de spillover da infec¢do por Bartonella spp. em quirOpteros para outras
espécies animais. Adicionalmente, os autores inferiram que, mesmo se moscas da
familia Nycteribiidae atuem como vetores para transmissao de Bartonella spp., 0 que
nao estd comprovado, estas podem possuir alta especificidade por hospedeiro,
diminuindo a taxa de transmissédo de quirépteros para outros animais. Porém, entre
quirépteros, Morse et al. (2012) sugerem a possivel importancia de ectoparasitas
como vetores. Os autores identificaram Bartonella spp. em dipteros Nycteribiidae e
Streblidae coletados em quirOpteros em 14 paises da Asia, Américas, Europa e
Africa. No referido estudo, encontraram-se 26 gendétipos novos de Bartonella spp.
em 19 espécies de dipteros coletados de 20 diferentes espécies de morcegos.

Mais recentemente, Leulmi et al. (2016) detectaram Bartonella spp.
filogeneticamente associada a B. tamiae em 26 amostras de ectoparasitas e de baco
de morcegos provenientes do nordeste da Argélia. Foi encontrada positividade em
63,2% (12/19) dos exemplares de carrapatos da espécie Ixodes vespertilionis,
72,7% (8/11) de moscas da familia Nycteribiidae e 60% (6/10) das amostras de baco
de morcegos.

Dietrich et al. (2016) pesquisaram a presenca de Bartonella spp. e Rickettsia
spp. em amostras de sangue de quirépteros e ectoparasitas na Africa do Sul e
Suazilandia, por meio de PCR convencional com alvo no gene citrato sintase (gltA).
Foram colhidas 384 amostras de sangue de 29 espécies pertencentes a oito familias

diferentes de quirdpteros, e 14 amostras de ectoparasitas hematdéfagos encontrados
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nos animais. Treze amostras de sangue de quatro espécies diferentes (Miniopterus
natalensis, Nycteris thebaica, Epomophorus wahlbergi e Rousettus aegyptiacus)
foram positivas para Bartonella spp. e seis para Rickettsia spp., sendo que um
animal apresentava coinfeccdo. Cinco moscas da familia Nycteribiidae e uma
espécie ndo identificada de ectoparasita também mostraram-se positivas para
Bartonella spp. As sequéncias encontradas pelos autores mostraram-se
filogeneticamente relacionadas a B. grahamii e B. elizabethae. Adicionalmente, as
sequéncias de Bartonella spp. detectadas em quirOpteros e ectoparasitas
mostraram-se filogeneticamente associadas, porém distantes daquelas previamente
descritas na Africa. Apesar da falta de evidéncia, os autores sugeriram o possivel
papel dos ectoparasitas como vetores de Bartonella spp. entre quirdpteros.
Recentemente, Han et al. (2017) relataram a ocorréncia de possiveis novas
espécies de Bartonella em quirépteros amostrados na China. Os autores
amostraram 107 animais e obtiveram amplificacdo de DNA por meio de cPCR com
alvo no gene gltA em 25,2% (27/107) das amostras de sangue colhidas. As
amostras de sangue positivas eram provenientes de quirOpteros das espécies
Rhinolophus ferrumequinum, Rhinolophus pusillus, Myotis fimbriatus, Myotis ricketti,
e Myotis pequinius. Os autores ainda relatam a coinfeccdo com diferentes genoétipos

de Bartonella spp. em um mesmo animal.

2.2.3 Bartoneloses em humanos

Dentre as varias espécies de Bartonella que infectam seres humanos (Tabela
1), Bartonella bacilliformis, a primeira espécie de Bartonella descrita em 1909, é
causadora da doenca de Carriobn, endémica no Peru, Equador e Colémbia. Ha
relatos esporadicos da doenca na Bolivia, Chile e Guatemala. Tal enfermidade é
caracterizada por duas fases distintas: a primeira, de carater agudo, € conhecida por
febre de Oroya e caracterizada por febre, palidez, desconforto e mialgia; ja a
segunda fase, conhecida como eruptiva ou verruga peruana, apresenta carater
cronico e é caracterizada por lesfes cutaneas, sinais neuroldgicos e cardiacos, e
complicacOes respiratorias em casos graves. Grande parte das mortes ocasionadas
por esta doenca esta associada a infeccdo secundaria face a imunodeficiéncia
(MACO et al., 2004; LAMAS et al., 2008; PITASSI, 2013).
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Tabela 1. Principais espécies de Bartonella associadas a enfermidades em seres

humanos.
ESPECIE POSSIVEL VETOR RESERVATORIO DOENCA DISTRIBUICAO
B. bacilliformis oAl Doenca de Carribn e  América do Sul
verrucarum Homem :
bacteremia

B. rochalimaea

B. quintana

B. henselae

B. elizabethae

B. clarridgeiae

B. koehlerae

Desconhecido

Piolho humano
(Pediculus
humanus
corporis),
Ctenocephalides
felis,
carrapato (Ixodes
pacificus)

Ctenocephalides
felis e carrapatos
(Ixodes ricinus,
Ixodes pacificus e
Ripicephalus
sanguineus)

Ctenophtalmus
nobilis

Ctenocephalides
felis e
Ctenophtalmus
nobilis

Pulgas de gatos e

roedores

Desconhecido

Homem

Gato, cao,
homem
e outros

Rato

Gato

Gato

Febre, bacteremia,
lesdes
cutaneas e
esplenomegalia

Peru

Endocardite,
septicemia, febre
das trincheiras,
doenca da
arranhadura do gato,
angiomatose bacilar,
peliose
hepatica,
linfadenopatia
cronica, bacteremia

América do Sul,
Africa e EUA

Doenca da
arranhadura do
gato, angiomatose
bacilar,
peliose bacilar
hepética,
linfadenopatica
cronica,
bacteremia,
endocardite,
septicemia,
encefalopatia e
manifestactes
oculares

América do Sul,
Africa, EUA e
Europa

Endocardite e Europfa,_EUA €
. Asia
neurorretinite

Doenca da

arranhadura do gato,  Europa, EUA e

endocardite e Asia
septicemia

Endocardite e
doenca da EUA

arranhadura do gato

Continua...



...continuacéo

B. vinsonii
subsp.
berkhoffii

B. washoensis

B. tamiae

B. grahamii

B. doshiae

B.taylorii

B. alsatica

B. bovis

B. vinsonii
subsp. vinsonii

B. vinsonii
subsp.
arupensis

B. chomelii

“Candidatus B.
melophagi’

Carrapato (Ixodes
pacificus)

Carrapatos (Ixodes

pacificus) e
esquilos

Desconhecida —
Rato?

Ctenophtalmus
nobilis

Xenopsylla
cheopis

Pulgas de ratos e
gerbils

Desconhecida —
pulgas?

Desconhecida

Desconhecida

Carrapato (Ixodes
pacificus)

Desconhecida

Desconhecida

Roedores

Rato

Camundongo

Roedores

Desconhecida

Coelho

Roedores

Céo, homem e
camundongo

Gado

Ovelha

Endocardite,
artralgia,mialgia,
cefaleia e fadiga

Miocardite e febre

Febre

Neurorretinite

Neurorretinite,doenc¢
ada
arranhadura do gato

Desconhecida

Endocardite e
linfadenite

Desconhecida

Desconhecida

Bacteremia,
endocardite, febre,
valvulopatia

Bacteremia

Bacteremia

13

EUA e Europa

EUA

Tailandia

Europa, Canada
@
Asia

Europa

Europa

Europa

Europa, Africa e
Ameérica do
Norte

Adaptado de Pitassi (2013) e Lamas et al (2008).

A Doenca da Arranhadura do Gato (DAG) é causada pela Bartonella

henselae, cujo isolamento e identificacdo foram realizados em 1992 por Dolan e

colaboradores (PITASSI, 2013). A doenca ocorre com maior frequéncia em

pacientes imunodeficientes e com histérico de contato com felinos domésticos

(VELHO et al., 2003), podendo se manifestar de duas formas em humanos, a tipica

e atipica. A DAG tipica se caracteriza como uma papula eritematosa no local do
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trauma e que se torna vesiculosa e crostosa em até trés dias, involuindo para uma
macula com até trés meses de duragdo. Pode ocorrer linfadenomegalia relacionada
ao local do trauma. A doenca atipica é caracterizada por febre alta e linfonodos
regionais acometidos (VELHO, 2001). Ainda, pode ocorrer a chamada sindrome
oculoglandular de Parinaud, reportada inicialmente como conjuntivite ulcerativa
cronica associada a linfadenopatia (VELHO, 2001; LAMAS et al., 2008). Outras
manifestacbes sdo as de carater neuroldgico, sendo a encefalite a mais frequente.
Ha possibilidade de ocorréncia de convulséo, status epilético e coma, meningite
asséptica, mielite transversa, radiculite, ataxia cerebelar, neurites periférias,
hemiplegia aguda, deméncia e neurorretinites caracterizadas por perda visual,
edema do disco 6ptico e formacédo estrelar a partir da macula (VELHO, 2001;
LAMAS et al., 2008).

Bartonella henselae e a B. quintana sdo agentes causadores da angiomatose
bacilar, a qual é caracterizada por lesbes de proliferacdo vascular devido a
estimulacdo angiogénica das bartonelas. Embora essas lesdes ocorram com maior
frequéncia na pele, vasoproliferacdo e dilatacdo capilar no parénquima hepatico
caracterizam a chamada peliose bacilar (VELHO, 2001). Ainda, B. quintana, é
agente etiologico da febre das trincheiras. Inicialmente, esta bactéria pertencia ao
género Rochalimaea, em homenagem ao microbiologista brasileiro Enrique de
Rocha Lima, sendo depois relocada para o género Bartonella. A doenca é
caracterizada por febre alta recorrente, mal estar, calafrios, sudorese, conjuntivite,
artralgia, cefaléia e mialgias (VELHO, 2001; PITASSI, 2013).

Ja a B. clarridgeaie é associada a quadros clinicos caracterizados por febre,
mal-estar, linfadenopatia e manifestacées toracopulmonares em humanos, além de
endocardite e hepatopatias em cées, e cegueira e neurite em gatos (VIEIRA-
DAMIANI et al., 2015).

2.2.4 Transmisséao de Bartonella spp.
Embora a transmissdo das bartonelas esteja frequentemente associada a
vetores artropodes hematéfagos (BAI et al., 2011; MORSE et al., 2012), pouco se

sabe sobre o envolvimento de acaros e moscas nos ciclos de transmissao dos
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referidos patdgenos. Recentemente, a competéncia vetorial de carrapatos na
transmissao destes agentes tem sido investigada (BILLETER et al., 2008).

E importante enfatizar que a detec¢do do patdégeno em um determinado
artrépode ndo deve ser interpretada como competéncia vetorial, jA que esta deve ser
comprovada experimentalmente. A Bartonella henselae, por exemplo, é transmitida
para humanos principalmente por arranhadura de gato com presenla de fezes de
pulga. Nesse caso, a presenca de pulgas mostra-se importante para a transmissao
do agente entre gatos (CHOMEL et al., 1996), embora a transmissao direta para
humanos pela Ctenocephalides felis ndo tenha sido comprovada (CHOMEL et al.,
2006).

Por outro lado, sabe-se que a transmissao de Bartonella bacilliformis ocorre
por picadas de Lutzomyia verrucarum, B. quintana por Pediculus humanus corporis,
B. elizabethae por Xenopsylla cheopis, B. henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae
por Ctenocephalides felis, e B. grahami e B. taylorii por Ctenophtalmus nobilis nobilis
(revisados por CHOMEL et al., 2006; BILLETER et al., 2008).

Ainda, embora espécies de Bartonella vém sendo identificadas em carrapatos
dos géneros Ixodes spp., Dermacentor spp., Haemophysalis spp., Rhipicephalus
spp. e Carios spp. (revisado por BILLETER et al., 2008), a competéncia vetorial
destes artropodes na transmissdo de bartonelas ainda ndo foi comprovada
experimentalmente (TELFORD e WORMSER, 2010).

Além de vetores, outros meios de transmisséo de Bartonella spp. vém sendo
descritos e mostram-se importantes para a salde humana. Neste contexto, Pitassi et
al. (2015) relataram a deteccdo molecular de B. henselae e B. clarridgeiae a partir de
cultura de amostra de sangue humano doado. Os autores encontraram 16 amostras
positivas de um total de 500 colhidas em banco de sangue, sendo que os doadores
apresentavam-se saudaveis. Apesar de ainda ndo confirmada a transmissao por
essa via em humanos, Silva et al. (2016) demonstraram a transmisséo de bartonelas
por meio de transfusdo sanguinea em ratos. De quatro animais transfundidos
experimentalmente, dois (50%) apresentaram positividade para B. henselae em
ensaios de nested cPCR a partir de amostras de fragmentos teciduais.

Nos Estados Unidos, Bartonella vinsoniii subsp. berkhoffii e B. henselae foram

detectadas em amostras de sangue de integrantes de uma familia (pai com 47 anos,
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mae com 46 anos e filho com 10 anos de idade). O historico resume-se ao contato
da esposa com felino quando adolescente e ao fato de ter concebido um casal de
gémeos, do qual a filha veio a falecer. Nos testes realizados, os autores
encontraram B. vinsoniii subsp. berkhoffii e B. henselae em amostras de sangue
submetidas a cultura liquida (BAPGM) com posterior confirmagdo molecular. Estas
mesmas espécies foram detectadas molecularmente em tecido cerebral conservado
em parafina da filha do casal que veio a Obito nove dias apds o nascimento,
indicando possivel transmissao perinatal ou pelo procedimento de cesarea
(BREITSCHWERDT et al., 2010b).

Ainda, Oliveira et al. (2010) relataram possivel caso de transmissdo de
Bartonella spp. por acidente com agulha em um profissional veterinario nos Estados
Unidos. Ao realizar uma puncao aspirativa, o veterinario acidentalmente machucou-
se com a agulha utilizada. Sabendo-se que o cao em questao foi soropositivo para
E. canis, o veterinario foi submetido a sorologia e testes para deteccdo de Ehrlichia
spp, porém o mesmo mostrou-se positivo. Apos 34 dias do acidente, comecou a
apresentar dores de cabeca frequentes, fadiga, e parestesia intermitente em areas
focais. O DNA de B. vinsonii subsp. berkhoffii foi amplificada a partir de amostra de
sangue do profissional em questédo, sugerindo a possivel transmissédo pela agulha
infectada. Um outro caso reportado por Lin, Chen e Chang (2011) também sugere
acidente com agulha contaminada como forma de transmissdo de Bartonella spp.
em veterinario de Taiwan. No caso descrito pelos autores, o profissional apresentou
cefaleia, dores nas costas e linfadenopatia um més apds o acidente. O paciente foi
testado por meio de imunofluorescéncia direta, hemocultura para isolamento de
bartonela e técnicas moleculares a partir de DNA extraido de amostras de sangue e
aspirado de linfonodo. Como resultado obteve-se positividade na sorologia e em
teste molecular de hibridizacdo “dot-blot” com identificacdo de infeccdo por

Bartonella henselae.

2.2.5 Diagnéstico de Bartonella spp.
As técnicas utilizadas para o diagnostico das infec¢cdes causadas por

Bartonella spp. englobam a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
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imunoenzimético ligado a enzima (ELISA), "Western blot", culturas e PCR (reacao
em cadeia pela polimerase) (MOREIRA, 2011; PITASSI, 2013).

A cultura desses agentes ndo é realizada rotineiramente nos laboratorios de
microbiologia por ser um processo laborioso, ja que as bartonelas possuem
crescimento lento, levando em média de sete a dez dias para visualizacdo de
pequenas coldnias. O ambiente controlado de temperatura e atmosfera também é
um fator que dificulta seu cultivo (KAWASATO, 2009; MOREIRA, 2011).

Para aumentar a sensibilidade de deteccdo do agente em amostras de
sangue e tecidos, foi desenvolvido um meio de pré-enriguecimento para isolamento
de bactérias com base nas espécies Bartonella clarridgeiae, B. doshiae, B.
elizabethae, B.grahamii, B. henselae Houston-1, B. quintana e B. vinsonii subsp.
berkhoffii. O meio liquido Bartonella — Alphaproteobacteria Growth Medium (BAPGM)
foi formulado a partir de meio de crescimento de inseto para promover crescimento
eficaz das bactérias sob estudo (MAGGI et al, 2005). Duncan et al. (2007)
compararam a deteccdo de Bartonella spp. em amostras de sangue de caes por
meio de semeadura diretamente em placas de agar sangue, e inoculacdo no meio
BAPGM seguido de semeadura em placa de &gar sangue por trés e seis semanas.
Apés o periodo de incubacdo, todas as amostras foram testadas por métodos
moleculares. Os autores sugerem que a combinacédo do meio de pré-enriquecimento
BAPGM aumenta o numero de bactérias detectado por métodos moleculares
guando comparado somente com a inoculacdo em meio sdlido. Adicionalmente,
Cadenas et al. (2007) relataram a identificacdo de outras bactérias utilizando o meio
BAPGM, indicando que esse meio possa ser util para isolamento de diversas
bactérias fastidiosas, ndo somente Bartonella spp.

Gutiérrez et al. (2017), por outro lado, recomendam o diagndstico por
métodos moleculares por serem mais praticos e sensiveis. Ainda, indicam realizagcao
de triagem por PCR em tempo real e, posteriormente, ensaios de PCR convencional
seguidos de sequenciamento para confirmagdo da identidade molecular ou

posicionamento filogenético.
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2.3 Micoplasmas hemotroficos (hemoplasmas)
2.3.1 Agentes etiologicos

Os micoplasmas hemotroficos ou hemoplasmas sdo pequenas bactérias
gram-negativas pertencentes a Ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae
e género Mycoplasma (Quadro 2). Anteriormente eram conhecidas como
Haemobartonella e Eperythrozon spp. (MESSICK, 2004). Sua reclassificacao foi
proposta por Neimark et al. (2001) apOs analise de sequéncias obtidas a partir do
gene 16SrRNA de quatro espécies: Haemobartonella felis, Haemobartonella muris,
Eperythrozoon suis e Eperythrozoon wenyonii. A andlise filogenética demonstrou
que estas bactérias hemotroficas eram mais relacionadas a espécies pertencentes

ao género Mycoplasma da classe Mollicutes.

Quadro 2. Classificacao taxondmica de organismos do género Mycoplasma

Reino Bacteria

Filo Tenericutes
Classe Mollicutes

Ordem Mycoplasmatales
Familia Mycoplasmataceae
Género Mycoplasma

Fonte: Euzéby, 1997.

Estes agentes vém sendo identificados em varias espécies animais, inclusive
em seres humanos (dos SANTOS et al., 2008, VIEIRA et al., 2009; ANDRE et al.,
2011; GRAZZIOTIN et al., 2011; SANTOS et al., 2013; MASCARELLI et al., 2014;
MILLAN et al., 2015; BONATO et al., 2015; GONCALVES et al., 2015), podendo
causar sintomatologia variada, desde assintomatica e doenca crénica até anemia
hemolitica severa. Animais infectados podem apresentar anorexia, febre, ictericia e
hipoglicemia em quadros agudos (NEIMARK et al., 2001; BIONDO et al., 2009;
TASKER, 2010). Ja a infecgdo cronica pode ocorrer em animais aparentemente
saudaveis, mas que passaram por procedimento de esplenectomia, ou estdo
imunocomprometidos. A severidade da doenca dependera da amostra ou espécie de
Mycoplasma envolvido (MESSICK, 2004).
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2.3.2 Hemoplasmas em quiropteros

A ocorréncia de Mycoplasma spp. em quirOpteros é pobremente relatada na
literatura. Hemoplasmas ja foram detectados em morcegos nos Estados Unidos
(MASCARELLI et al., 2014) e Espanha (MILLAN et al., 2015).

Nos EUA, Mascarelli et al. (2014) avaliaram a presenca de Mycoplasma spp.
em 68 exemplares de Myotis lucifugus durante hibernacdo nos estados da
Pensilvania, Ohio, Kentucky, West Virginia, Tennessee e Carolina do Norte. Foi
encontrada positividade de 47% (32/68) por meio de PCR convencional com alvo no
gene 16SrRNA. Na andlise filogenética, as sequéncias de hemoplasmas foram
filogeneticamente associadas a Mycoplasma haemomuris.

No nordeste da Espanha, Millan et al. (2015) encontraram 97% (29/31) de
positividade para hemoplasmas pela PCR convencional baseada no gene 16SrRNA
em quirépteros das espécies Miniopterus schreibersii e Myotis capaccinii. Na analise
filogenética, os autores encontraram dois grupos distintos: o primeiro englobando
sequéncias proximas a 'Candidatus Mycoplasma hemohominis', e um segundo grupo
composto por sequéncias com proximidade filogenética com hemoplasmas

previamente detectados em quirépteros nos EUA por Mascarelli et al. (2014).

2.3.3 Hemoplasmoses em humanos

A infeccdo por hemoplasmas ocorre principalmente em animais, sendo raros
os relatos em humanos. Quando relatados, as infec¢cdes por Mycoplasma spp.
ocorrem principalmente em humanos imunocomprometidos, embora doencas
associadas a infeccao latente por hemoplasmas em pacientes saudaveis vém sendo
apontadas (MESSICK, 2004)

No Brasil, a hemoplasmose em humanos ja foi detectada em Porto Alegre,
estado do Rio Grande do Sul, em um paciente HIV positivo com sinais de sudorese
noturna, perda de apetite, tosse produtiva, dores musculares, e linfadenomegalia
cervicais, axilares e inguinais (dos SANTOS et al., 2008). O paciente mostrou-se
positivo na PCR convencional para hemoplasmas baseada no gene 16SrRNA. A
sequéncia obtida mostrou 99% de identidade com M. haemofelis. Ainda, relatou-se
infeccdo concomitante com Bartonella henselae. Neste caso foi sugerida a

participacdo de gatos como possiveis transmissores dos agentes ao paciente, uma
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vez que de 5 gatos testados, todos mostraram-se positivos para Bartonella spp. e
dois para M. haemofelis.

Sykes et al. (2010) também relataram a ocorréncia de co-infec¢cdo de B.
henselae e hemoplasma filogeneticamente relacionado a Mycoplasma ovis em um
paciente com sinais de doenca neurodegenerativa progressiva. O paciente era
médico veterinario e tinha como histérico a ocorréncia de mordidas e arranhaduras
por gatos, caes, pequenos roedores e ja havia trabalhado com animais selvagens e
de zooldgico.

Ja Steer et al. (2011) propuseram uma nova espécie de Mycoplasma, a qual
foi identificada em paciente com febre, dor abdominal, dor articular, perda de peso e
sudorese noturna. O agente foi identificado por meio de PCR convencional com alvo
no gene 16SrRNA a partir de amostra de medula éssea. A sequéncia mostrou
identidade com Mycoplasma haemomuris e 'Candidatus Mycoplasma turicensis'. Os
autores propuseram, portanto, a ocorréncia da espécie Mycoplasma haemohominis,
hemoplasma distinto daqueles identificados previamente em animais, e associada
principalmente com sinais de febre e anemia hemolitica. Ainda, os autores relataram
resposta clinica ao tratamento com doxiciclina e enfatizaram a necessidade dessa
enfermidade ser considerada como diagnostico diferencial em pacientes que
apresentem anemia hemolitica e pirexia.

Um caso de infeccdo por hemoplasma em uma veterinaria foi relatado por
Maggi et al. (2013a). A paciente em questdo apresentou sintomas neuroldgicos, tais
como dores de cabeca, desmaios, fotofobia, fasciculagbes musculares e convulsdes
tbnico-clénicas. Seu histérico incluia contato com pulgas, carrapatos, moscas,
mosquitos, aranhas, acaros, além de arranhaduras ou mordidas por cées, gatos,
aves, equinos, répteis, coelhos e roedores. A paciente mostrou-se negativa a testes
para Ebolavirus, doengca de Lyme (Borrelia burgdorferi), rickettsias, Phlebovirus,
encefalite viral equina (Arbovirus), doenca aficana equina (Orbivirus), e raiva
(Lyssavirus). ApOs aproximadamente dois anos de evolucdo do quadro sem
resolucao, foram colhidas amostras de sangue da paciente para um trabalho com
objetivo de deteccdo de Bartonella spp. como doenga ocupacional. A paciente
mostrou-se entdo soropositiva para B. vinsonii subsp. berkhoffii e B. henselae,

porém negativa aos testes moleculares e a cultura. A PCR, foi detectada
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positividade para Anaplasma spp. e Mycoplasma spp. As sequéncias de
hemoplasmas obtidas a partir dos gene 16SrRNA e RNaseP mostraram 99,8% e
100% de identidade, respectivamente, a 'Candidatus M. haematoparvum'. Apés seis
meses de ser instituido o tratamento com doxiciclina, ndo foram detectados
molecularmente Anaplasma nem hemoplasmas na paciente. Entretanto, a mesma

ainda permanecia soropositiva para Bartonella spp.

2.3.4 Transmissao de hemoplasmas

Embora a transmissao dos hemoplasmas pareca ocorrer principalmente por
artropodes hemato6fagos ou interagcfes agressivas entre os animais (NEIMARK et al.,
2001; BIONDO et al., 2009), poucos estudos experimentais foram realizados neste
sentido, haja vista que tais agentes ainda nao foram cultivados in vitro (BIONDO et
al., 2009).

Embora o carrapato Rhipicephalus sanguineus seja incriminado como vetor e
reservatério de M. haemocanis, tal fato ainda nao é bem elucidado (NOVACCO et
al., 2010; VIEIRA et al., 2015). Adicionalmente, sugere-se a participacdo de pulgas
Ctenocephalides felis na transmissdo de M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’, de piolhos Polyplax serrata e P. spinulosa na transmissédo de M.
coccoides e de moscas Stomoxys calcitrans e Aedes aegypti na transmissao de M.
suis (revisado por BIONDO et al., 2009).

Recentemente, Reagan et al. (2016) investigaram a competéncia vetorial de
mosquitos Aedes vexans, Culex tarsalis e Aedes aegypti na transmissdo de M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ entre gatos, ja que se verifica a
ocorréncia desses patdgenos em animais de areas ndo endémicas para
Ctenocephalides felis. No entanto, os autores ndo encontraram provas biol6gicas

suficientes para suportar tal hipétese.

2.3.5 Diagnéstico de hemoplasmas
Ferramentas moleculares auxiliam no diagnéstico da hemoplasmose, uma vez
que tratam-se de bactérias que até o momento ndo foram mantidas em cultura. O

diagnoéstico direto por esfregacos sanguineos corados, por sua vez, ndo traz
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resultados confiaveis, haja vista sua baixa sensibilidade e especificidade (TASKER e
LAPPIN, 2001; MESSICK, 2004).

Embora testes soroldgicos venham sendo desenvolvidos a partir de antigenos
recombinantes (MESSICK e SANTOS, 2011; LIU et al., 2012), € valido enfatizar que
anticorpos podem estar presentes tanto em animais assintomaticos quanto em
animais anémicos. Tasker e Lappin (2001) sugerem a padronizacdo de um teste
sorologico que identifique a presenca de anticorpos apenas contra as amostras

patogénicas de hemoplasmas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O presente estudo tem como objetivo investigar a ocorréncia e caracterizar
molecularmente a presenca de DNA de Bartonella spp. e de Mycoplasma spp. em

amostras de sangue e/ou tecidos de quirdpteros amostrados no Brasil.

3.2. Objetivos especificos
X Investigar a ocorréncia de DNA de Bartonella spp. e de Mycoplasma
spp. em amostras de baco, de figado, de coracdo e de sangue de quirGpteros

capturados em cinco estados brasileiros;

RS

X2 Quantificar a presenca de DNA de Bartonella spp. em amostras de
baco, de figado, de coracéo e de sangue de quirdpteros;
<> Posicionar filogeneticamente as sequéncias de bartonelas e

hemoplasmas obtidas a partir de amostras de tecidos de quirépteros.

4. MATERIAL E METODOS

Entre o periodo de Dezembro de 2015 a Abril de 2016, foram colhidas
amostras de tecido e sangue de 162 quirOpteros neotropicais pertencentes a 19
espécies de quatro familias distintas: Vespertillionidae, Phyllostomidae, Mollossidae
e Natalidae. Os pontos de amostragem estavam localizados em cinco estados do

Brasil: Mato Grosso, Para, Parana, Sao Paulo e Tocantins (Figura 2).
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Numero de Animais Amostrados:

’21-50
¢

5-20
* 1-4

Figura 2. Localidades de amostragem de quirépteros do presente trabalho.
Cada estado esta destacado e o niumero de animais amostrados esta representado
por simbolo de losango.

A Figura 3 apresenta resumidamente principais etapas apresentadas

experimentais desenvolvidas no presente estudo.

//"' N \"x\\ /,/"/_7"\\
cPCR
150 amostras Parana [ 9PCRpara | [ paa |
R | Bartonelia j Bartonell |
117 amostras Para -~ IS \ SPP- il
—_— / ¢PCR \\@ \ / SPp-
Extragdo de | Pparagene |
18 amostras S&o Paulo DNA . endégeno |
\GAPDW I
24 amostras Tocantinsr T /4 .
f cPCR para ‘
16 amostras Mato Grosso \ hemoplasmas /"
\ s Amostras Anilise
T sequenciadas Filogenética
Método da terminagéao Métodos de Maxima
da cadeia por Verossimilhanca e
dideoxinucleotideo Inferéncia Bayesiana

Figura 3. Organograma representativo das principais etapas experimentais
realizadas no estudo.
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4.1 Capturas e colheitas de amostras
4.1.1 Estado do Parana

No estado do Parand, as capturas foram realizadas no Parque Municipal das
Araucarias (26°21°9.40”S, 51°21°0.30"W) em Guarapuava, no Jardim Botanico de
Faxinal do Céu pertencente ao municipio de Pinh&o (26°54'42.00”S, 51°35'40.80"W),
na cachoeira Salto Sdo Francisco em Prudentopolis (26°03’55.6”S, 51°17°44.1"W), e
em duas chacaras particulares, uma em Guarapuava (26°21°47.70”S,
51°22’47.70"W) e outra em Turvo (26°6’31.90”S, 51°31'44.00"W). A amostragem no
Parand foi realizada conforme autorizagdo ICMBIo - SISBIO n. 48306-1 e Protocolo
da Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA, FCAV, UNESP n° 8189/15. Para
tal, utilizaram-se redes de neblina (Zootech®), conforme descrito por Kunz e Kurta
(1988) e Peracchi e Nogueira (2010), de tamanhos variados (3x6m, 3x9m, 3x12m),
exceto no Parque Municipal das Araucéarias, onde foram realizadas capturas
utilizando apenas trés redes de tamanho 3x9m com 20mm de malha em trés pontos
da trilha do parque proximo a abrigo. No total, foram realizadas 20 atividades de
campo, sendo que em 16 foi possivel capturar animais, perfazendo uma média de
2,5 animais por captura.No Parque Municipal das Araucarias, Guarapuava, foram
realizadas 13 atividades de campo com sucesso. As redes eram colocadas antes do
por-do-sol com auxilio de hastes préprias para arma-las e ficavam fechadas até o
anoitecer (Figura 4). Depois de abertas, eram verificadas a cada 30 minutos até
atingir esforco amostral de no maximo oito animais ou até aproximadamente meia-

noite.
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Figura 4. Rede de neblina armada e fechada em trilha no Parque Municipal
das Araucarias, Guarapuava-PR.

Os animais capturados nas redes eram cuidadosamente retirados e contidos
com auxilio de luvas de raspa de couro (Figuras 5 e 6) e, quando necessario, as
redes eram cortadas para retirar 0 animal que entdo era colocado em saco de
contencado préprio. Apés a verificacdo de todas as redes, os animais eram triados
antes de nova ronda. No momento da triagem eram verificados tamanho de
antebraco (Figura 7), espécie, sexo e idade do animal. ApGs a captura dos animais,
estes eram levados ao laboratorio para realizacdo da eutanasia e necropsia.
Fémeas lactantes e/ou prenhes e animais anilhados eram soltos apés triagem de
campo.

Dos animais capturados no estado do Parana foram colhidas amostras de
sangue e fragmentos de bacgo, figado e coracdo. A colheita de material bioldgico
(fragmentos de bagco, figado e coracdo conforme Protocolo da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais — CEUA, FCAV, UNESP n° 8189/15) foi realizada no Laboratério de
Doencas Infecciosas e Parasitarias no Campus CEDETEG da Universidade
Estadual do Centro-Oeste (Unicentro), em fluxo laminar utilizando instrumental
gentilmente cedido pelo Laboratério de Anatomia Veterindria da mesma
universidade. Para cada animal eram utilizadas uma tesoura cirirgica, duas pincas
anatdmicas (sendo uma para manipular cavidade abdominal e outra para cavidade
toracica), e uma lamina de bisturi para cada 6rgdo (baco, figado e coracao).

Anteriormente ao procedimento de colheita dos fragmentos de 6rgaos, os
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instrumentais eram submetidos a tratamento por calor em estufa a 140°C por uma
hora e, em seguida, ficavam expostos, juntamente com os demais materiais a serem
utilizados, a luz UV do fluxo laminar por 15 minutos. Conforme descrito
anteriormente, o animal era sedado (Figura 8) com Zoletil® (Virbac®), cuja dose
variou de acordo com a espécie, e entdo era submetido a colheita de sangue por
puncdo cardiaca com agulha e seringa de insulina umedecidas com EDTA 10%
(Figura 9), com limpeza prévia do térax com alcool iodado. Do total de 50 animais
submetidos a esse procedimento, foram colhidas amostras de sangue de 42
animais. As amostras de sangue foram acondicionadas em criotubos (Corning®) e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) para uso em experimentos posteriores.
Apos a colheita de sangue, foram realizadas necropsias para colheita de fragmentos
dos orgaos-alvo (figado, baco e coracdo). Os 6rgdos colhidos foram armazenados
em microtubos livres de RNAse e DNAse (Axygen®) com alcool absoluto (Merck®) e
entdo mantidos a -20°C (Figura 10).

Figura 5. Exemplar de Sturnira lilium sendo retirado da rede de neblina com
auxilio de luvas de raspa de couro.
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Figura 6. Contencdao fisica de exemplar de Molossus molossus apos retirada
da rede de neblina.

L

Figura 7. Medic&o de antebragco com animal contido fisicamente.
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Figura 8. Aplicacdo de anestésico por via intramuscular em exemplar de
Sturnira lilium.

Figura 9. Colheita de sangue por meio de puncdo cardiaca de exemplar de
Sturnira lilium.
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Figura 10. Necropsia para retirada de fragmentos de figado, baco e coracao
(A) e armazenamento em microtubos livres de DNAse e RNAse (B).

4.1.2 Estado do Para

A partir de um total de 117 amostras teciduais de quirdpteros capturados no
estado do Pard, 51 correspondiam a amostras de baco e 66 de figado.

As seguintes espécies foram amostradas: Artibeus cinereus, Artibeus
lituratus, Artibeus planirostris, Carollia perspicillata, Eumops auripendulos, Eumops
glaucinus, Glossophaga soricina, Micronycteris minute, Mimon crenulatum, Molossus
molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans, Natalus espiritosantensis, Phyllostomus
discolor, Phyllostomus hastatus, Sturnira lilium e Uroderma bilobatum, nas
localidades de Ananindeua, Augusto Corréa, Belém, Belém-Mosqueiro, Belém-
Outeiro, Braganca, Cachoeira do Piri4, Castanhal, Capanema, Dom Eliseu,
Inhangapi, Maraba, Portel, Sd&o Domingos do Capim, S&o Jodo de Pirabas,

Tracuateua e Viseu.

4.1.3 Estado de S&o Paulo
Além das amostras teciduais de quirGpteros recebidas do estado do Para e
colhidas no estado do Parana, foram incluidas no estudo mais 18 amostras de seis
animais (figado, baco e coragdo) que foram encaminhados ao Setor de Animais
Selvagens do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV-UNESP e
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Karin Werther (Departamento de Patologia
Veterinaria, FCAV/UNESP). As amostras teciduais foram colhidas em fluxo laminar e
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armazenadas em microtubos RNAse e DNAse free com alcool absoluto (Merck®) em

freezer -20°C até o momento de seu processamento.

4.1.4 Estados de Mato Grosso e Tocantins
Amostras de DNA extraidas de sangue de 40 animais foram gentilmente
cedidas pela Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP-SP).

4.2 Extragao de DNA

A extracao de DNA de tecido esplénico, hepético e cardiaco foi realizada com
o DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen®), de acordo com as recomendacées do
fabricante. Apdés o procedimento de extracdo, as amostras de DNA foram
identificadas, quantificadas e tiveram suas relagdes 260/280 e 260/230 mensuradas,
com auxilio de espectofotdmetro (Nanodrop®, Thermo Scientific). Por fim, aliquotas
de DNA foram armazenadas a -20°C e -70°C para posterior realizacdo dos ensaios
de PCR.

4.3 PCR convencional (cPCR) para o gene endégeno gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH)

Para verificar a presenca de inibidores nas amostras de DNA, foi realizado um
protocolo de cPCR para o gene enddgeno GAPDH. Para tal, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores GAPDH-F (5’- CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e
GAPDH-R (5’- CCAAAGTTGTCATGGATGACC -3’) (BIRKENHEUER et al., 2003). A
reacao de amplificacéo foi realizada utilizando volume total final de 25uL, contendo
uma mistura de 5uL do DNA-amostra, 0,2mM de cada deoxinucleotideo, 0,4uM de
cada oligonucleotideo iniciador, 3,0mM de Cloreto de Magnésio, 1,25U de Taq
Platinum DNA Polimerase (Life Technologies®, Carlsbad, California, Estados
Unidos), tampao da PCR e agua ultra-pura esterilizada g.s.p. A sequéncia térmica e
de tempo de amplificacdo foram de desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, 35
ciclos compostos por desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, e extensao final a 72°C por 5

minutos.
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4.4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados pela cPCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,0% corado com Brometo de Etideo (0,5 puL/mL) em tampé&o de
corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M acido borico; 12,49 mM EDTA) sob
as condicbes de 100V/150mA durante 50 minutos. Para a determinacdo dos
produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pares de
base (Life Technologies®) e os resultados puderam ser visibilizados e analisados por
meio de um transiluminador de luz ultravioleta (ChemiDoc MP Imaging System, Bio
Rad®).

4.5 PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para Bartonella spp. baseada
no gene nuoG

As amostras positivas na cPCR para o gene enddgeno foram submetidas a
um protocolo de PCR em tempo real (qQPCR) baseado no gene nuoG (83pb),
utiizando os oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA Technologies®,
Coralville, lowa, Estados Unidos) F (5-CAATCTTCTTTTGCTTCACC-3’) e R (5-
TCAGGGCTTTATGTGAATAC-3’) e a sonda de hidrolise TagMan TexasRed-5'-
TTYGTCATTTGAACACG-3[BHQ2a-Q]3’ (ANDRE et al., 2015). A reagdo de
amplificagéo foi realizada utilizando volume total final de 10pL, contendo uma
mistura de 1uL do DNA-amostra, 0,6uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda
de hidrélise, tamp&o da PCR (GoTaq® qPCR Master Mix, 2x, Promega®, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) e agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water,
Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) q.s.p. 10pL. A sequéncia térmica e
de tempo de amplificacdo foram de: 95°C por 3 minutos seguidos por 40 ciclos
compostos por 95°C por 10 minutos e 52,8°C por 30 segundos. As reacfes de
amplificagdo foram conduzidas em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler
(BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos). Para realizar as andlises de
sensibilidade das reagfes de gPCR, foram utilizadas 10 diluicdes em série do
plasmideo pIDTSMART (Integrated DNA Technologies, Cedar Rapids, EUA)
contendo um inserto de 83 pb do gene nuoG de Bartonella henselae. O niamero de

copias do plasmideo foi determinado de acordo com a férmula:
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( x g/ul DNA

X 6,022 X 10%® copias/mol
comprimento do plasmideo em pb X Eﬁﬂg;’mﬂl) pias/

=Y copias/ul

A eficiéncia de amplificacdo foi calculada a partir da curva padrdo em cada
corrida, utilizando a seguinte formula (E = 10™ / inclinac&o). Todas as analises foram
realizadas conforme normas estabelecidas pelo MIQE (“Minimum Information for
Publication of Quantitative real-time PCR Experiments”) (BUSTIN et al., 2009). Como
controle negativo nas reacdes de gPCR foi utilizada agua ultrapura esterilizada

(Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos).

4.6 PCR convencional (cPCR) para Bartonella spp.

As amostras positivas na gPCR para Bartonella spp. (nuoG) foram
submetidas a ensaios de cPCR com alvos nos seguintes genes: subunidade gama
da desidrogenase NADH (nuoG), riboflavina sintase (ribC), citrato sintase (gItA),
subunidade B da RNA polimerase (rpoB), proteina de ligacdo heme (pap-31),
proteina de choque térmico (groEL), proteina de diviséo celular (fstZ), 16SrRNA e na
regido intergénica do16S-23S do RNA ribossomal (ITS).

As reacdes de amplificacdo realizadas tiveram como volume total 25pL,
contendo 5uL do DNA-amostra, 0,2mM de cada deoxinucleotideo, 0,5uM de cada
oligonucleotideo iniciador, 1,5mM de Cloreto de Magnésio (para rea¢cdes com alvos
nos genes ftsZ, groEL, ribC, nuoG e 16SrRNA) ou 2mM de Cloreto de Magnésio
(para reacdes com alvo nos genes gltA, pap-31, rpoB e regido intergénica ITS),
0,625U de Tagq DNA Polimerase, tampéao da PCR e &gua ultrapura esterilizada g.s.p.
25pL.

As condicdes térmicas e tamanho do amplicon para cada gene alvo estédo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Protocolos de cPCR utilizados para deteccao e caracterizagdo molecular

de Bartonella spp. em amostras positivas previamente pela qPCR (gene nuoG).

Tamanho do

(F;gg[ao Oligonucleotideos iniciadores Condicdes de ciclos amplicon Referéncia
énica (pb)
(nuoG) F (5- 94°C por 5 minutos.
subunidade GGCGTGATTGTTCTCGTTA-3’) 35 ciclos de: 94°C por 30
o Colborn et al.
gama da seg., 53°C por 30 seg., 400 (2010)
desidrogenase R (5- 72°C por 5 min., 72°C por
NADH CACGACCACGGCTATCAAT-3’) 5 min.
325s (5’-CTT CAG ATG ATG ATC 95°C por 5 min.
(ITS) CCAAGC CTT YTG GCG -3) 55 ciclos de: 94°C por Maggi e
regido intergénica 15 seg., 66°C por 15 Breitschwerdt
do16S-23S do RNA  1100as (5'- GAA CCG ACG ACC  seg., 72°C por 15 seg. e 453-717 (2005a)
ribossomal CCC TGC TTGCAA AGC A-3) 72°C por 1min
Bart-1 (5- o .
TAACCGATATTGGTTGTGTTGAA <G e 1D I
5 37 ciclos de: 95°C por 1
. G-3’) . o ) Johnson et al.
(ribC) min., 51°C por 1 min., (2003)
riboflavina sintase Bart-2 (5-TAA 72°C porolr ?rlr?i.ne 72°C 420
AGCTAGAAAGTCTGGCAACATA P
ACG-3’)
BhCS781.p (5 - R .
GGGGACCAGCTCATGGTGG-3) 95°C por 5 min.
35 ciclos de: 95°C por 1
(gltA) min., 56°C por 1 min Norman et al.
citrato sintase BNhCS.1137n (5- 72°C,;’por 1 min. e 72°C 750 (1995)
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA- -
3) por 5min
=l 95°C por 5 min
GCACGATTYGCATCATCATTTTC 40 ciclos de: 9 4°C. or
(rpoB) subunidade C-3)) . P Paziewska et
45 seg., 52°C por 45
B da RNA A al. (2011)
. , seg., 72°C por 45 seg. e 800
polimerase R (5™ 72°C por 7min
CGCATTATGGTCGTATTTGTCC- P
3’)
1s (5'- 95°C por 2 min.
(pap-31) ACTTCTGTTATCGCTTTGATTTC 55 ciclos de: 94°C por Maggi e
rotel’r?a %e linacso RRCT-3’) 15 seg., 58°C por 15 Breitschwerdt
P e 9a¢ seg., 72°C por 15 seg. e 564 (2005b)
688as (5-CACCACCAGCAA 72°C por 5min
AATAAGGCATMAY-3’)
.l Zeaiter et al
GGAAAAAGTNGGCAATGAA 95°C por 5 min. (2002) ’
(groEL) G-3') 40 ciclos de: 94°C por 45 o
proteina de choque seg., 47°C por 45 seg., 72°C .
térmico HSP2- (5'- por 45 seg. e 72°C por 7min (2 Pame(;vgﬁl)et el
TCCTTTAACGGTCAACGCAT
T-3)

Continua...
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...continuacéo

F- (5" 95°C por 5 min
CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTA . Tae )
' 40 ciclos de: 94°C por 45
(fstz) TGG-3) A oasiowsk
roteina de divisdo Seg., por 45 seg., aziewska et
P celular R- (5- 72°C por 45 seg. e 72°C 600 al. (2011)
TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGC por 7min
TTC-3"
F- (5-TCAGAACGAACGCTGG G Il S Tl
CGGC- 3) 35 ciclos de : 94°C por 30 Paziewska et
16SrRNA seg., 54°C por 30 seg., 400 al. (2011)
R- (5'-CGTCATTATCTTCACCGG-3) /2 C POr S min. € 72C por

4.7 PCR convencional (cPCR) para Mycoplasma spp.

Para deteccdo de Mycoplasma spp. foram realizados dois ensaios de cPCR
descritos por Maggi et al. (2013b), baseados no gene 16SrRNA usando os
oligonucleotideos iniciadores HemMycopl16S-41s (5'-
GYATGCMTAAYACATGCAAGTCGARCG-3) e HemMyco16S-938as (5-
CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC-3) (fragmento de ~800pb) para uma das
reacoes e HemMycopl6S-322s (5-GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT-3) e
HemMycopl16S-1420as (5-GTTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACC-3’) (fragmento
de~800pb) para a outra reacdo. Para cada reacdo foram utilizados 25uL contendo
5uL de DNA-amostra, 10x PCR buffer, 0,3uM de cada oligonucleotideo iniciador,
1,0mM de Cloreto de Magnésio, 0,8mM de deoxinucleotideo, 1,5U de Taq Platinum
DNA Polymerase (Life Technologies®) e agua esterilizada ultrapura g.s.p. 25uL. As
condicBes térmicas utilizadas foram 94°C por 2 min, seguido de 55 ciclos de 94°C
por 15 seg, 68°C por 15 seg e 72°C por 18 seg, com extenséo final de 72°C por 1
min. As amostras positivas para pelo menos uma das reagbes com alvo no gene
16S rRNA foram submetidas a outra cPCR com alvo no gene RNaseP (165pb)
utiizando os oligonucleotideos iniciadores HemoMyco RNaseP30s (5'-
GATKGTGYGAGYATATAAAAAATAAARCTCRAC-3') e HemoMyco RNaseP200as
(5-GMGGRGTTTACCGCGTTTCAC-3’). As condicbes de amplificagcdo foram as
mesmas descritas anteriormente exceto pela temperatura de anelamento de 59°C
(MAGGI et al., 2013b).
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4.8 Sequenciamento

Apbés os ensaios de cPCR, os produtos amplificados foram purificados
utilizando-se o kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit” (Fermentas, Sao Paulo-SP),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo de material
gendmico total do produto purificado foi realizada em aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific®).

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado pelo método da
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), o qual foi
conduzido no sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems®).
O sequenciamento foi realizado no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia
Gendmica (CREBIO - FCAV - UNESP).

4.9 Analise Filogenética

Posteriormente, foi realizada a analise dos eletroferogramas gerados nos
sequenciamentos, observando-se a qualidade dos picos correspondentes a cada
base sequenciada utilizando o software Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). O programa
Phred-Phrap verséo 23 (EWING e GREEN, 1998; EWING et al., 1998) foi utilizado
para construir sequéncias-consenso, utilizando ambas as fitas “forward” e “reverse”
sequenciadas da mesma amostra. Para tal, respeitou-se o valor minimo de 20 de
qualidade de cada nucleotideo para determinar a sequéncia de nucleotideos. Apos
construir a sequéncia consenso de cada amostra, esta foi submetida a analise pelo
programa BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990), a fim de comparar as sequéncias
obtidas com aquelas depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). As sequéncias salvas em modo “FASTA’
foram entdo alinhadas com outras sequéncias homologas do mesmo gene
sequenciado retiradas do banco de dados (Genbank), utilizando o software
Clustal/W (THOMPSON et al.,, 1994) via Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). Os
alinhamentos salvos em modo “FASTA” foram transformados em modo Nexus e
Phylip pelo site “Alignment Transformation Environment” (GLEZ-PENA et al., 2010).
Os métodos de analises utilizados para filogenia foram de Maxima Verossimilhanca
utilizando o software W-IQ-Tree (disponivel online: http://igtree.cibiv.univie.ac.at/)
(NGUYEN et al., 2015; TRIFINOPOULOS et al., 2016) e de Inferéncia Bayesiana
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utilizando o software MrBayes 3.2.2 on XSEDE (RONQUIST e HUELSENBECK,
2003) via portal CIPRES (MILLER et al., 2010). A analise Bayesiana foi realizada
com 10° geracGes e numeros de classes de substituicdo variando conforme o
modelo evolutivo encontrado para cada conjunto de dados (Tabela 3). O modelo
evolutivo foi encontrado utilizando o software jModelTest 2 (GUINDON e GASCUEL,
2003; DARRIBA et al., 2012) utilizando critérios de selecdo AIC e BIC (POSADA e
BUCKLEY, 2004). Os suportes dos clados para as analises de Méxima
Verossimilhanca foram avaliados por meio de analises de “bootstrap”
(FELSENSTEIN, 1985) de 1000 repeticbes. A edicdo das arvores filogenéticas
assim como o enraizamento (via grupo externo) foi realizada utilizando o software
Treegraph 2.0.56-381 beta (STOVER e MULLER, 2010).

Tabela 3. Modelos evolutivos utilizados para analise filogenética seguindo o “Akaike

Information Criterion” (AIC) e “Bayesian Information Criterion” (BIC).

Gene AIC BIC Referéncia
ftsZ TIM1+1+G TIM1+I1+G Posada, 2003
(Bartonella
spp.)
gltA / nuoG TIM+I+G GTR+I+G Tavaré, 1986
concatenados
(Bartonella
spp.)
rpoB TrN+1+G HKY+I+G Tamura e Nei, 1993
(Bartonella Hasegawa, Kishino e
spp.) Yano, 1985
16SrRNA GTR+I+G TIM2+I+G Posada, 2003
(Mycoplasma
spp.)

TIM = modelo de transi¢cdo, GTR = Tempo reversivel generalizado, TrN = Tamura e
Nei, HKY = Hasegawa, Kishino e Yano.

5. RESULTADOS

5.1 Capturas de quiropteros e colheitas de amostras

Foi colhido um total de 325 amostras, sendo que destas, 122 amostras foram
provenientes de tecido hepatico, 107 de tecido esplénico, 56 amostras de tecido
cardiaco e 40 amostras de sangue. As amostras de figado, baco e coracdo foram
colhidas de um total de 50 animais capturados no estado do Parana (Tabela 4) e de
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18 animais (Tabela 5) encaminhados ao Setor de Animais Selvagens do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV-UNESP, e gentilmente cedidas pela
Profa. Dra. Karin Werther (Departamento de Patologia Veterinaria, FCAV/UNESP)
no estado de S&ao Paulo. No estado do Para, foram colhidas amostras de figado e
baco de 66 quirépteros (Tabela 6). J& nos estados de Tocantins e Mato Grosso, as
amostras de DNA j& extraidas de sangue de 40 animais (Tabela 7) foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira, do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (USP-SP). Destas 40 amostras,
16 foram provenientes de quirdpteros capturados no estado de Mato Grosso e 24 no
estado de Tocantins.

Tabela 4. Relacdo das espécies de quirdépteros amostradas e locais de captura no

estado do Parana.

Amostra Espécie Sexo Local

MGPA 01 Eptesicus spp F Parque das Araucarias
MGPA 02 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 03 Eptesicus sp F Parque das Araucérias
MGPA 04 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 05 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 06 M. molossus F Parque das Araucarias
MGPA 07 Eptesicus sp M Parque das Araucérias
MGPA 08 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 09 M. molossus M Parque das Araucérias
MGPA 10 M. molossus F Parque das Araucarias
MGPA 11 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 12 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 13 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 15 Eptesicus sp M Parque das Araucarias
MGPA 16 M. molossus M Parque das Araucérias
MGPA 17 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 18 M. molossus M Parque das Araucérias
MGPA 14 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 19 M. molossus F Parque das Araucérias
MGCE 20 Sturnira lilium F Chécara particular — Turvo
MGFC 21 Sturnira tildae M Faxinal do Céu — Pinhao
MGPA 22 M. molossus F Parque das Araucarias
MGPA 23 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 24 Sturnira lilium F Parque das Araucérias
MGPA 25 Sturnira lilium F Parque das Araucarias
MGPA 26 Sturnira lilium F Parque das Araucarias
MGPA 27 Sturnira lilium M Parque das Araucérias
MGPA 28 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 29 M. molossus M Parque das Araucérias

Continua...
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MGPA 30 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 31 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 32 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 33 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 34 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 35 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 36 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 37 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 38 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 39 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 40 Sturnira lilium F Parque das Araucarias
MGCG 41 Eptesicus sp M Chacara particular — Guarapuava
MGPA 42 M. molossus F Parque das Araucarias
MGPA 43 M. molossus M Parque das Araucarias
MGPA 44 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 45 Sturnira lilium F Parque das Araucarias
MGPA 46 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 47 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 48 Sturnira lilium F Parque das Araucarias
MGPA 49 Sturnira lilium M Parque das Araucarias
MGPA 50 Sturnira lilium M Parqgue das Araucarias

Tabela 5. Relacdo de amostras teciduais (figado e baco) de espécies de quirdpteros

provenientes do estado do Para.

Amostra Sexo Espécie Local
37605 F Artibeus cinereus Tracuateua
37632 M Artibeus planirostris Tracuateua
37665 M Artibeus planirostris Tracuateua
37666 F Artibeus planirostris Tracuateua
37667 F Carollia perspicillata Tracuateua
37689 F Artibeus lituratus Belém
37835 M Carollia perspicillata Braganca
37836 M Molossus rufus Tracuateua
37841 M Phyllostomus discolor Tracuateua
37889 F Carollia perspicillata Augusto Correa
37890 M Artibeus planirostris Augusto Correa
37891 M Myotis nigricans S&0 Joao de Pirabas
37892 F Artibeus planirostris Sao Joao de Pirabas
37893 M Artibeus planirostris Ananindeua
37914 F Eumops laucinus Belém
37928 M Glossophaga soricina Braganca
37933 M Carollia perspicillata Portel
37936 M Carollia perspicillata Portel
37937 M Artibeus planirostris Braganca
37987 M Natalus espiritosantensis Belém-Outeiro
38017 M Molossus rufus Ananindeua
38019 M Phyllostomus hastatus Viseu

Continua...



...continuacéo

38020
38197
38198
38199
38226
38278
38281
38282
38283
38284
38292
38293
38295
38296
38297
38298
38299
38300
38301
38302
38303
38315
38323
38339
38340
38436
38438
38504
38505
38508
38562
38564
38596
38597
38598
38705
38706
38737
38794
38795
38796
38797
38798
38799

TTEEZTTTETTETNTNEITNEZSTMETNSEESTNTNEIZIZE=TTnnEnNETnNnEnNS Z

Uroderma bilobatum
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Molossus rufus
Artibeus planirostris
Carollia perspicillata
Glossophaga soricina
Artibeus lituratus
Micronycteris minuta
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Glossophaga soricina
Carollia perspicillata
Glossophaga soricina
Carollia perspicillata
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Molossus molossus
Sturnira lilium
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Molossus molossus
Eumops auripendulos
Eumops glaucinus
Molossus molossus
Molossus molossus
Mimon crenulatum
Molossus molossus
Molossus molossus
Molossus molossus
Sturnira lilium
Carollia perspicillata
Artibeus lituratus
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata

Viseu
Castanhal
Castanhal
Castanhal
Braganca

Capanema
Capanema
Capanema
Capanema
Capanema
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro
Belém-Mosqueiro

Sao Domingos do Capim

Braganca
Tracuateua
Tracuateua

Augusto Correa
Belém
Dom Eliseu
Dom Eliseu
Belém
Ananindeua

Braganca

Inhangapi

Inhangapi

Inhangapi

Cachoeira do piria
Cachoeira do piria
Maraba
Dom Eliseu
Dom Eliseu
Dom Eliseu
Dom Eliseu
Dom Eliseu
Dom Eliseu

39
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Tabela 6. Relacdo dos exemplares de quirOpteros encaminhados ao Setor de
Animais Selvagens do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV-
UNESP, Jaboticabal, SP.

Amostra Espécie Local Estado
Unesp 1l M. molossus  Jaboticabal SP
Unesp 2 Myotis sp. Jaboticabal SP
Unesp 3  Artibeus sp. Jaboticabal SP
Unesp 4  Artibeus sp. Jaboticabal SP
Unesp 5 M. molossus  Jaboticabal SP
Unesp 6 Molossus sp.  Jaboticabal SP

Tabela 7. Relacdo das amostras de sangue de quirépteros gentilmente cedidas pela

Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira (Instituto de Ciéncias Biomédicas, ICB, da
Universidade de S&o Paulo [USP-SP]).

Amostra Espécie Local Estado
MTMO19 Molossus rufus Céaceres MT
MTMO20 Molossus rufus Céaceres MT
MTMO21 Molossus rufus Céaceres MT
MTMO22 Molossus rufus Caceres MT
MTMO23 Molossus rufus Céaceres MT
MTMO24 Molossus rufus Céceres MT
MTMO25 Molossus rufus Céceres MT
MTMO26 Molossus rufus Céceres MT
MTMO28 Molossus rufus Céaceres MT
MTMO29 Molossus rufus Céceres MT
MTMO31  Glossophaga soricina Céaceres MT
MTMO32 Molossus rufus Céceres MT
MTMO33 Molossus rufus Céceres MT
MTMO34 Molossus rufus Céceres MT
MTMO35 Molossus rufus Céceres MT
MTMO36 Molossus rufus Céceres MT
M2 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M4 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M5 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M6 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M7 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M8 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M9 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M12 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M15 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M16 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M17 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M21 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M23 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M24 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO

Continua...
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M38 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M39 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M40 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M41 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
M42 Glossophaga soricina Aguiarnopolis TO
BATTO28 Carollia perspicillata Arapoema TO
BATTO29 Carollia perspicillata Arapoema TO
BATTO30 Carollia perspicillata Arapoema TO
BATTO41 Carollia perspicillata Arapoema TO
BATTO42 Carollia perspicillata Arapoema TO

5.2 Extracdes de DNA

Foram extraidas 285 amostras teciduais de quirdpteros. Apds a realizacdo do
protocolo de cPCR para o gene enddgeno GAPDH, as amostras que se mostraram
negativas em duas repeticdes foram submetidas novamente a extracdo de DNA.
Duas amostras de figado e uma amostra de baco de animais oriundos do estado do
Para foram excluidas por falta de tecido suficiente para nova extracdo. Os Anexos |
a IV mostram os resultados da quantificacdo (ng/ pL) e das relacdes 260/280 e
260/230 de cada amostra de DNA obtidos pelo aparelho Nanodrop (Thermo

Scientific®).

5.3 PCR convencional (cPCR) para o gene enddgeno GAPDH

Portanto, do total de 285 amostras, 15 mostraram-se negativas em duas
repeticbes da PCR convencional para o gene enddégeno GAPDH. Destas, foi
possivel repetir a extracdo de DNA de 12 amostras. Portanto, obteve-se um total de
282 amostras que mostraram-se positivas para o gene endégeno GAPDH
(fragmento de 400pb), indicando auséncia de inibidores. A Figura 11 mostra o
resultado da eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo de

amostras positivas na PCR para o gene endégeno GAPDH.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo para protocolo de PCR convencional baseada no gene endégeno GAPDH. As
bandas correspondem a amplificacdo de 400 pb do referido gene de amostras de
DNA extraidas de fragmentos de baco, figado e coracdo de quirépteros amostrados
no estado do Parana. Observou-se positividade de todas as amostras testadas
referentes a essa imagem e negatividade no ultimo poco do gel (canaleta 29), o qual
correspondeu ao controle-negativo (agua esterilizada ultra-pura).

5.4 qPCR para Bartonella spp. baseada no gene nuoG

Um total de 322 amostras foram submetidas & qPCR para Bartonella spp.
baseada no gene nuoG. Destas, 17 (5,28%) mostraram-se positivas para Bartonella
spp. pela gPCR baseada no gene nuoG. Destas 17 amostras positivas, seis (1,86%)
amostras foram provenientes de animais capturados no estado do Para, sendo que
um animal mostrou positividade para amostras de baco e de figado. Ja no estado do
Parana, quatro (1,24%) amostras mostraram-se positivas, das quais duas (baco e
figado) pertenciam a um mesmo animal. As sete (2,17%) amostras restantes
positivas foram provenientes de animais amostrados no estado de Tocantins. A
Figura 12 mostra as curvas de amplificacdo e padrdo de um ensaio de gPCR para
Bartonella spp. mostrando as amostras positivas que apresentaram diferenca de Cq
menor que 0,5. Amostras que apresentaram Cq com diferenca maior que 0,5 quando
testadas em duplicata, foram repetidas em triplicata (Figura 13). A eficiéncia das
reacoes variou de 90,8% a 98,6%; ja o coeficiente de correlagdo variou de 0,987 a 1
(Tabela 8). Todas as analises foram realizadas obedecendo as normas
estabelecidas pelo MIQE (“Minimum Information for Publication of Quantitative real-
time PCR Experiments”) (BUSTIN et al., 2009). Em suma, trés animais capturados

no estado do Parand (pertencentes a espécie Sturnira lilium), seis animais
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capturados no estado do Para (pertencentes as espécies Phyllostomus hastatus

[n=1], Carollia perspicillata [n=4] e Natalus espiritosantensis [n=1]) e sete animais

capturados no estado de Tocantins (pertencentes as espécies Carollia perspicillata

[n=2] e Glossophaga soricina [n=5]) mostraram-se positivos na gqPCR para

Bartonella spp. baseada no gene nuoG.
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Figura 12. Curvas de amplificacdo (A) e padréo (B) referentes a gPCR para
Bartonella spp. baseada no gene nuoG de amostras de figado, baco e coracédo de
quirépteros amostrados no estado do estado do Parana e recebidos pelo Setor de
Animais Selvagens do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV-
UNESP. Em A, enquanto as curvas em azul representam a amplificacdo de
plasmideos (10°a 107) contendo um fragmento de 83 pb do gene nuoG de Bartonela
sp., as curvas ou linhas em vermelho representam a amplificacdo de amostras de

DNA de tecidos de quirépteros.
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Figura 13. Curvas de amplificacédo (A) e padréo (B) referentes a gPCR para
Bartonella spp. baseada no gene nuoG de amostras em triplicata que mostraram
diferenca de Cq maior que 0,5 nos ensaios anteriores. Em A, enquanto as curvas
em azul representam a amplificacdo de plasmideos (10° a 10) contendo um
fragmento de 83 pb do gene nuoG de Bartonela sp., as curvas ou linhas em
vermelho representam a amplificagdo de amostras de DNA de tecidos de

quirdpteros.
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Tabela 8. Amostras positivas na gPCR para Bartonella spp. com suas respectivas quantificacdes e parametros das reacdes de
gPCR.

Amostra Espécie Material Local Cq N° de Eficiéncia R* Slope Y-int
biolégico (média) copias/uL (%)
38019 B Phyllostomus Baco Viseu, Para 34,23 8,208X10° 98,1 0,998 -3,368 37,252
hastatus
38197 B Carollia Baco Castanhal, Para 33,05 1,8035X10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
perspicillata
38295 B Carollia Baco Belém-Mosqueiro, Para 33,9 9,33x10° 98,1 0,998 -3,368 37,252
perspicillata
38296 F Carollia Figado Belém-Mosqueiro, Para 28,97 4,3945X102 93,7 1,000 -3,482 38,482
perspicillata
38706 F Carollia Figado Cachoeira do Piria, Para 32,69 2,2575X10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
perspicillata
37987 F Natalus Figado Belém-Outeiro, Para 33,51 1,292X10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
espiritosantensis
MGPA 45 Sturnira lilium Baco Parque das Araucérias, 32,69 2,22615X10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
B Guarapuava, Parana
MGPA 48 Sturnira lilium Baco Parque das Araucérias, 34,02 1,876X102 93,6 0,997 -3,486 38,444
B Guarapuava, Parana
MGPA 49 Sturnira lilium Baco Parque das Araucérias, 31,21 1,1875X102 93,6 0,997 -3,486 38,444
B Guarapuava, Parana
MGPA 49 Figado 34,30 7,623x10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
F
BATTO Carollia Sangue Arapoema, Tocantins 24,31 6,9575X10° 98,1 0,998 -3,368 37,252
30 perspicillata
BATTO Carollia Sangue Arapoema, Tocantins 30,67 2,1435X10? 92,5 0,997 -3,515 38,871
42 perspicillata
M5 Glossophaga Sangue Aguiarnopolis, Tocantins 36,65 4,4065X10° 92,5 0,997 -3,515 38,871
soricina
M16 Glossophaga Sangue Aguiarnopolis, Tocantins 33,07 1,9385X10" 98,6 0,988 -3,555 37,389
soricina
M21 Glossophaga Sangue Aguiarnopolis, Tocantins 32,66 2,6425X10" 98,6 0,988 -3,555 37,389
soricina
M23 Glossophaga Sangue Aguiarnopolis, Tocantins 33,40 1,3905X10" 98,1 0,998 -3,368 37,252
soricina
M41 Glossophaga Sangue Aguiarnopolis, Tocantins 35,12 4,7855X10" 98,6 0,988 -3,555 37,389

soricina
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5.5 cPCR para Bartonella spp.

Das 17 amostras positivas para Bartonella spp. pela gPCR baseada no
gene nuoG, 13 (76,47%) mostraram-se positivas nos ensaios de cPCR
convencional, sendo quatro (30,77%) positivas para o gene ftsZ, trés (23,07%)
para o gene nuoG, trés (23,07%) para o gene ribC, duas (15,38%) para 0 gene
groEL, e uma (7,69%) para o gene rpoB. Todas as 17 amostras mostraram-se
negativas para os ensaios de cPCR baseados nos genes pap-31, 16SrRNA e
regido intergénica 16S-23S rRNA (ITS). De todas as amostras positivas
citadas, foram obtidas sequéncias de sete amostras, sendo trés fragmentos do
gene nuoG, dois do gene gItA, um do gene rpoB, e um fragmento do gene ftsZ,

conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9. Resultado dos ensaios de PCR convencional para Bartonella spp.
com indicacdo das amostras positivas (+), negativas (-) e sequenciadas (+*)

para cada gene.

Amostra nuoG ribC rpoB ftsZ gltA Pap-31 groEL 16S rRNA ITS
38019 B - - - - - - - - -
38197 B - - - - - - - - -
38295 B - - - + - - - - -
38296 F - - - + - - - - -
38706 F - - - +* - -
38295 F - - - - - -
37987 F - -

MGPA 45 B - +

MGPA 48 B - + +* - - - + , ;

MGPA 49 F +* +

MGPA 49 B +* - - ) % : . - .

BATTO 30 +* - - - - - - - -

BATTO 42 - - - - - - - - -

M5 - - - - - - - - -
M16 - - - - - - - - -
M21 - - - - - - - - -
M23 - - - - - - - - -
M41 - - - + +* - - - -

N&o foi realizado o sequenciamento das demais amostras devido ao
aparecimento de banda de baixa intensidade em gel de agarose mesmo apés
reamplificacdo (Figura 14). Trés amostras (duas pelo gene ribC e uma pelo
gene ftsZ) embora sequenciadas, mostraram picos no eletroferograma de baixa
qualidade, impedindo a formac&o de uma sequéncia confiavel para as analises

filogenéticas. Desta forma estas sequéncias foram excluidas.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo para protocolo de PCR convencional baseado no gene ribC. As bandas
correspondem a reamplificacdo de amostras positivas de aproximadamente
400 pb do referido gene. Observou-se positividade com banda forte na amostra
em canaleta 01, mas positividade com banda fraca da amostra em canaletas 2
e 3. As trés amostras foram excluidas das andlises filogenéticas devido a baixa
qualidade de picos no eletroferograma de uma delas ap0s sequenciamento, e a
baixa intensidade de banda de duas delas, as quais nao foram enviadas para o
sequenciamento.

5.6 cPCR para Mycoplasma spp.

Das 322 amostras, 45 (13,97%) mostraram-se positivas na cPCR para
hemoplasmas baseada no gene 16SrRNA, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores HemMycop16S-41s e HemMycol6S-938as. Por outro lado, 14
(4,34%) amostras mostraram-se positivas na cPCR para hemoplasmas
baseada no gene 16SrRNA, utilizando os oligonucleotideos iniciadores
HemMycopl6S-322s e HemMycopl6S-1420as. Catorze (4,34%) amostras
mostraram-se positivas para ambos os protocolos de PCR supracitados. Ainda,
12 (26,66%) das 44 amostras positivas para o protocolo baseado no gene 16S
rRNA também mostraram-se positivas na cPCR baseada no gene RNAaseP
(Tabela 10). Cinco (1,55%) amostras foram positivas para os trés protocolos
realizados. Do total das 44 amostras positivas, 33 amostras foram colhidas de

19 quirépteros no estado do Parana (Molossus molossus [n=10], Sturnira lilium
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[n=8], Eptesicus spp. [n=1]); sete amostras foram colhidas de quirdpteros do
estado do Para (Artibeus planirostris [n=3], Molossus molossus [n=2], Eumops
auripendulos [n=1], Myaotis nigricans [n=1]); quatro amostras foram colhidas no
estado de Tocantins (Glossophaga soricina [n=4]), e uma no estado de Mato
Grosso (Molossus rufus). Entretanto, devido a baixa intensidade dos produtos
amplificados, somente cinco sequéncias de fragmentos do gene 16S rRNA de
hemoplasmas foram obtidas (Parana [n=4], Para [n=1]), sendo todas

detectadas na espécie Molossus molossus.

Tabela 10. Relacdo de animais positivos para Mycoplasma spp. com base em

trés diferentes protocolos de cPCR.

Espécie de quirdptero/n®

. . o
Espécie de quiroptero/n amostras positivas

amostras positivas

(Protocolo 16S rRNA com (Protocolo 16S rRNA Espécie de quirdptero/n®
os oligonucleotideos ~ com os amostras positivas
oligonucleotideos (Protocolo RaAse P)

HemMycopl6S-41s e

HemMycol16S-938as) . lcMMycopl6s-322s e

HemMycop16S-1420as)

Molossus molossus / 20 Molossus molossus / 10 Molossus molossus / 9
Sturnira lilium / 13 Molossus rufus / 1 Sturnira lilium / 3
Glossophaga soricina / 4 Eptesicus sp. /1
Artibeus planirostris / 3 Myotis nigricans / 1
Eptesicus sp. / 2 Artibeus planirostris / 1

Eumops auripendulus / 1
Myotis nigricans / 1
Molossus rufus / 1
Total: 45 Total: 14 Total: 12

5.7 Copositividade por Bartonella spp. e hemoplasmas

Embora tenha sido identificada positividade para Bartonella spp. e
hemoplasmas (Figura 15) nas localidades de Aguiarndpolis em Tocantins, e de
Guarapuava no Parana, somente um animal da espécie Glossophaga soricina,
amostrado no estado de Tocantins, apresentou copositividade para ambos os

patogenos.
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Locais com animais positivos

M Positividade para Bartonella spp. € hemoplasmas
M Positividade para hemoplasmas
M Positividade para Bartonella spp.

Figura 15. Distribuicdo geografica de animais positivos para Bartonella
spp. elou Mycoplasma spp. representados por cores diferentes em cada
municipio. Os estados onde foram realizadas as amostragens estdo
destacados.

5.8 Andlise Filogenética
5.8.1 Anédlise pelo BLASTn

Todas as sequéncias obtidas utilizadas para analise filogenética foram
submetidas a andlise pelo BLASTn para a determinacdo da porcentagem de
identidade com sequéncias ja depositadas no banco de dados GenBank
(Tabela 11). As sequéncias utilizadas foram obtidas de sete amostras, sendo
trés fragmentos do gene nuoG das espécies Sturnira lilium (Parana [n=2]) e
Carollia perspicillata (Tocantins [n=1]), dois fragmentos do gene gltA das
espécies Sturnira lilium (Parana [n=1]) e Glossophaga soricina (Tocantins
[n=1]), fragmento do gene rpoB da espécie Sturnira lilium (Parana [n=1]) e um

fragmento do gene ftsZ da espécie Carollia perspicillata (Para [n=1]).
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As amostras correspondentes a fragmentos do gene nuoG mostraram
maxima identidade (89-90%) com Bartonella taylorii (EF659943.1),
correspondendo a amostras provenientes de figado e baco (representadas
como 49F e 49B), respectivamente, do mesmo animal da espécie Sturnira
lilium amostrado no estado do Parana. A amostra de figado (49F) desse
mesmo animal também mostrou 89% de identidade com Bartonella elizabethae
(EF659940.1) e 88% de identidade com Bartonella washoensis (EF659945.1) e
Bartonella vinsonii subsp. vinsonii (EF659944.1). J4 a amostra sequenciada
pelo mesmo gene, mas proveniente de sangue de animal da espécie Carollia
perspicillata amostrado no estado de Tocantins (representada como #30),
mostrou 92% de identidade com Bartonella koelerae (EF659942.1) e Bartonella
washoensis (EF659945.1), e 91% de identidade com Bartonella vinsonii subsp.
arupensis (EF659936.1).

Para os fragmentos do gene gltA amplificados e sequenciados, foram
encontradas porcentagens de identidade de 90-100% com Bartonella spp.
(KJ816674.1) na analise da amostra proveniente de tecido esplénico
(representada como 49B) de um exemplar de Sturnira lilium amostrado no
estado do Parana. Ainda pelo mesmo gene, 98% de identidade com Bartonella
spp. (KJ816690.1) e 87% de identidade com Bartonella schoenbuchensis
(HG977196.1) foram encontradas na andlise da amostra de sangue de
Glossophaga soricina amostrado em Tocantins (representada como M41). O
fragmento sequenciado do gene rpoB proveniente de tecido esplénico de
Sturnira lilium amostrado no estado do Parana (representado como 48B)
mostrou 89% de identidade com Bartonella spp. (AB779537.1) Ja a amostra de
DNA de numero 38706, proveniente de figado de exemplar de Carollia
perspicillata amostrado no estado do Para, mostrou 98% de identidade com
Bartonella spp. (AB703117.1) e 97% de identidade com Bartonella chomelii

(KM215689.1) a partir de sequenciamento de um fragmento do gene ftsZ.
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Tabela 11. Maxima identidade e cobertura de sequéncias de Bartonella spp.
amplificadas a partir de amostras de sangue ou teciduais de quirGpteros
amostrados no presente estudo comparativamente a sequéncias nucleotidicas

previamente depositadas no GenBank.

Méxima
Amostra Gene-alvo Cobertura (%) Identidade pelo
BLASTN® (%)

Espécie de
hospedeiro

90% Bartonella
49B 97% taylorii
(EF659943.1)
89% Bartonella
49F 100% taylorii
(EF659943.1)
92% Bartonella
#30 nuoG 100% koehlerae
(EF659942.1)
100%
Uncultured
Bartonella spp.
(KJ816674.1)
98% Uncultured
M41 gltA 96% Bartonella spp.
(KJ816690.1)
89% Bartonella
L Spp.
Sturnira lilium 48B rpoB 100% Khabarovsk-17
(AB779537.1)
98% Bartonella
38706F ftsZ 100% spp. Honshu-9.3
(AB703117.1)

Sturnira lilium nuoG

Carollia
perspicillata

Sturnira lilium 49B gltA 99%

Glossophaga
soricina

Carollia
perspicillata

Todas as cinco sequéncias de um fragmento do gene 16S rRNA de
hemoplasmas detectadas em quirOpteros da espécie Molossus molossus
amostrados nos estados de Parana e Para, mostraram identidade de 93% a
96% com Mycoplasma coccoides (AY171918), com cobertura de 87% a 100%.
Ainda mostraram identidade variando de 92% a 96% com ‘Uncultured’
Mycoplasma spp. detectado em um roedor (Akodon sp.) capturado no Brasil
(KT215636), com cobertura de 87% a 99%.

5.8.2 Arvores filogenéticas
A partir do alinhamento das sequéncias obtidas com aquelas
previamente depositadas no banco de dados GenBank
(https://mwvww.ncbi.nim.nih.gov/) foram realizadas analises de Maxima

Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (Bl) para os fragmentos génicos
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da subunidade gama da desidrogenase NADH (nuoG), citrato sintase (gltA),
subunidade B da RNA polimerase (rpoB) e proteina de divisao celular (fstZ).

Foi realizada andlise concatenada das amostras positivas para 0os gene
nuoG (400pb) e gItA (750pb). Ambas as andlises de inferéncia bayesiana e
maxima verossimilhanca mostraram topologias muito similares (Figuras 16 e
17). As sequéncias detectadas em quirépteros da espécie Sturnira lilium
(nimeros de acesso no GenBank: KY356756 [gene nuoG da amostra 49F];
KY356753 [gene gItA da amostra 49B] e KY356755 [gene nuoG da amostra
49B]) capturados no estado de Parana mostraram proximidade filogenética
com sequéncias de Bartonella spp. detectadas em uma mosca ectoparasita de
morcego amostrado na Costa Rica (Hippoboscidae — Aspidoptera delatorrei), e
com uma sequéncia detectada em um espécime de Carollia perspicillata
amostrada na Guatemala, com suporte de clado de 100% em ambas as
analises. Ja o gendtipo de Bartonella spp. detectado em espécime de Carollia
perspicillata amostrado em Tocantins (niumero de acesso no GenBank:
KY356757 [gene nuoG]) ficou posicionado no mesmo clado que gendtipos
detectados em quirdpteros amostrados no Peru e Guatemala, e de roedores
amostrados no Brasil e nos Estados Unidos, incluindo um ectoparasita de
roedor (Polygenis gwyni) também amostrado nos Estados Unidos. Ainda, uma
sequéncia de Bartonella spp. obtida a partir de amostra de Glossophaga
soricina (numero de acesso no GenBank: KY356754) capturado em Tocantins
posicionou-se em clado mais basal, juntamente com gendtipo de Bartonella
spp. detectado em espécime de Carollia sowelli e seu ectoparasita Streblidae
(Strebla guajiro) amostrado na Costa Rica, com suporte de clado de 100%, e
com outros gendtipos de Bartonella spp. detectados em quirdpteros do Peru e

Guatemala, com 66% de suporte de clado nas duas analises.
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79

91

97 Bartonella elizabethae
Bartonella queenslandensis
Bartonella tribocorum
Bartonella rattimassiliensis
Bartonella grahamii

78 Bartonella alsatica
4§E Bartonella acomydis
Bartonella birtlesii

100 — Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii
Bartonella vinsonii subsp. vinsonii
Bartonella vinsonii subsp. arupensis
Bartonella washoensis

Bartonella callosciuri

Bartonella jaculi

Bartonella rattaustraliani
Bartonella japonica
Bartonella coopersplainsensis

52 : Bartonella taylorii
Bartonella silvatica

82gBarfonella sp. Sturnira lillium 498 Parana State - Brazil
100 "YBartonella sp. Aspidoptera delatorrei clone SJ130 - Costa Rica
artonella sp. B29126 Bat - Guatemala
Bartonelia sp. Sturnira lillium 49F Parana State - Brazil
Bartonella sp. B32945 Bat - Peru
— 100 p- Bartonella sp. Rhipidomys sp. 13077 "Cerrado” region - Brazil
97 Bartonella sp. Hylaeamys sp. 13069 "Cerrado” region - Brazil
7 75 = Bartonella sp. Sigmodon hispidus - United States
Bartonella sp. Polygenis gwyni - United States
o7 p Bartonella sp. B32954 Bat - Peru
Bartonella sp. B29110 Bat - Guatemala
artonella sp. B32943 Bat - Peru
Bartonella sp. Carollia perspicillata 30 Tocantins State - Brazil
Bartonella sp. 1157/3 Bat - Finland
Bartonella phoceensis

99

96 Bartonella doshiae
E Bartonella sp. B32945 Bat - Peru
Bartonella sp. B32942 Bat - Peru

100

Bartonella koehlerae

Bartonella henselae

Bartonella quintana

100 Bartonella sp. B39296 Bat - Africa

Bartonella sp. B39233 Bat - Africa

o7 |Bartonella sp. B39286 Bat - Africa

Bartonella sp. B40406 Bat - Africa

00 Bartonella sp. clone KEL16 type Il Bat - Madagascar
Bartonella sp. clone KEL17 type Il Bat - Madagascar
Bartonella sp.B23976 Bat - Africa

Bartonella sp. C-583 Bat - Kenya

Bartonella sp. R-191 Bat - Kenya
Bartonella sp. Glossophaga soricina M41 Tocantins State - Brazil
Bartonella sp. Carollia sowelli-Strebla guajiro clone SJ114 - Costa Rica

98

o 100 |: Bartonella clarridgeiae
Bartonella rochalimae
——— Bartonella bacilliformis
95 [Bartoneﬂa sp. B32947 Bat - Peru

Bartonella sp. B29116 Bat - Guatemala

Bartonella bovis

100 Bartonella schoenbuchensis
Bartonella schoenbuchii
Bartonella chomelii
Bartonella capreoli

Bartonella tamiae

— Brucella abortus

L—— Ochrobactrum anthropi

Figura 16. Analise filogenética concatenada dos genes nuoG e gltA para

Bartonella spp. (3370bp apds alinhamento), utilizando o método de maxima
verossimilhanga (MV) com modelo evolutivo de transigdo (TIM) com sitios
invariaveis e distribuicAo gamma. As sequéncias do presente estudo estdo
destacadas em vermelho.
amostras provenientes de roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Observa-
se formacao de dois clados que englobam as sequéncias do presente estudo.
Foi utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos valores acima de 50% estao
demonstrados em cada clado. Brucella abortus e Ochrobactrum anthropi foram
utilizados como grupos externos.

Sequéncias em azul foram obtidas a partir de
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100 Bartonella elizabethae
98 Bartonella queensiandensis
100 00 Bartonella tribocorum
. Bartonella rattimassiliensis

] Bartonella grahamii
Bartonella silvatica

95 Bartonella alsatica
"i} Bartonella acomydis
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o7 [ Bartonella sp. B39296 Bat - Africa
Bartonella sp. B39233 Bat - Africa
Bartonella sp. B39286 Bat - Africa
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100 - Bartonella sp. clone KEL16 type Il Bat - Madagascar
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93 Bartonella sp. C-583 Bat - Kenya
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p——————Bartonella sp. Carollia perspicillata 30 Tocantins State - Brazil

s 95 Bartonella sp. Rhipidomys sp. 13077 "Cerrado” region - Brazil
— _LErBaﬂonelfa sp. Hylaesamys sp. 13069 "Cerrado” region - Brazil
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Bartonella sp. Sigmodon hispidus - United States
Bartonella sp. Polygenis gwyni - United States

71 p= Bartonella sp. B32954 Bat - Peru
80 _QB—I'L Bartonella sp. B29110 Bat - Guatemala
| Bartonella sp. B32943 Bat - Peru
80 Bartonella doshiae
62 Bartonella sp. B32945 Bat - Peru
Bartonella sp. B32942 Bat - Peru
Bartonella callosciuri
Bartonelia phoceensis

63 81 Bartonella jaculi
04 Bartonella rattaustraliani
%an‘oneﬂa Jjaponica
Bartonella coopersplainsensis

Bartonella sp. 1157/3 Bat - Finland

Hﬂoneﬂa clarridgeiae
Bartonella rochalimae
—————————— Bartonella bacilliformis
100 Bartonella sp. B32947 Bat - Peru
o 66 Bartonelia sp. B29116 Bat - Guatemala
100 — Bartonella sp. Glossophaga soricina M41 Tocantins State - Brazil

= Bartonella sp. Carollia sowelli-Strebla guajiro clone SJ114 - Costa Rica

Bartonella bovis

100y Bartonella schoenbuchensis
% Bartonella schoenbuchii
& Bartonella chomelii
Bartonella capreoli

Bartonella tamiae
100 ————— Brucella abortus

L Ochrobactrum anthropi

Figura 17. Analise filogenética concatenada dos genes nuoG e gltA para
Bartonella spp. (3370bp apds alinhamento) utilizando o método de inferéncia
bayesiana (BI) com modelo evolutivo tempo reversivel generalizado (GTR) com
sitios invariaveis e distribuicdo gamma. As sequéncias do presente estudo
estdo destacadas em vermelho. Sequéncias em azul foram obtidas a partir de
amostras provenientes de roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Observa-
se formacao de dois clados que englobam as sequéncias do presente estudo.
Foi utilizada simulagdo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) com 10°
geracdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores acima de
50% estdo demonstrados em cada clado. Brucella abortus e Ochrobactrum
anthropi foram utilizados como grupos externos.
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As analises de MV (Figura 18) e BI (Figura 19) de um fragmento de
1500 pb do gene rpoB mostraram topologias parecidas, nas quais a amostra de
Bartonella spp. em questédo (48B), amplificada a partir de amostra tecidual de
exemplar de Sturnira lilium (nimero de acesso no GenBank: KY356758).
amostrado no estado do Parand, mostrou-se relacionada a Bartonella spp.
identificada em pequenos mamiferos selvagens na Asia (AB779537) e em
roedores selvagens no Japédo (AB290276). Adicionalmente, relacionou-se com
Bartonella taylorii, com suportes de clado de 85% na MV, e de 94% na BI.
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7 ’7 Bartonella clarridgeiae (AF165990)
9 r Bartonella chomelii (AB290189)
Bartonella capreoli (AB290188)
70 Bartonella ancashensis (KC886738)
o Bartonella bacilliformis (AF165988)
100 |Bartonella sp. Bat - Finland (KP681547)
L Bartoneila sp. Bat - Finland (KP681551)
100 — Bartonella tamiae (EF091855)

L— Bartonella tamiae (EF672730)
% |Brucella abortus (KJ475800)

10 Brucella abortus (KJ475799)

Ochrobactrum anthropi (CP008820)

Figura 18. Analise filogenética de um fragmento de 1500pb do gene
rpoB para Bartonella spp. utilizando o método de maxima verossimilhanca (MV)
com modelo evolutivo Tamura e Nei (TrN) com sitios invariaveis e distribuicdo
gamma. A sequéncia do presente estudo esta destacada em vermelho. Foi
utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos valores acima de 50% estao
demonstrados em cada clado. Brucella abortus e Ochrobactrum anthropi foram
utilizados como grupos externos.
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Figura 19. Analise filogenética de um fragmento de 1500pb do gene

rpoB para Bartonella spp.

utilizando o método de inferéncia bayesiana (BI)

com modelo evolutivo Hasegawa, Kishino e Yano (HKY) com sitios invariaveis
e distribuicdo gamma. A sequéncia do presente estudo esta destacada em
vermelho. Foi utilizada simulacéo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC)
com 10° geracdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores

acima de 50%

estdo demonstrados em cada clado. Brucella abortus e

Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos externos.
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J& nas andlises baseadas em um fragmento de 790 pb do gene ftsZ, a
amostra de Bartonella spp. (30706F) proveniente de exemplar de Carollia
perspicillata (nUumero de acesso GenBank: KY356752) amostrado no Para,
relacionou-se com B. schonbuensis (AF467765), B. chomelii (AB290193) e
Bartonella spp. detectada em cervo no Japédo (AB703117), com valores de
suportes de clado de 100%, tanto na andlise de MV (Figura 20) como na
andlise Bl (Figura 21). Na andlise de MV, a amostra foi posicionada num
mesmo grande clado (ramos verdes) com 75% de suporte com B. rochalimae,
B. clarridgeiae, B. bacilliformis e com uma sequéncia de Bartonella spp. obtida
por meio de isolamento em cultura a partir de amostras de sangue periférico de
quirépteros amostrados na Finlandia (KF003135). Essa relacdo também foi
observada na andlise Bl, na qual verificou-se a posicdo em mesmo clado maior

(ramos verdes), com suporte de 100%.
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Figura 20. Andlise filogenética de um fragmento de 790pb do gene ftsZ
para Bartonella spp. utilizando o método de maxima verossimilhanca (MV) com
modelo evolutivo de transicdo (TIM1) com sitios invariaveis e distribuicdo
gamma. A sequéncia do presente estudo estd destacada em vermelho.
Sequéncias em azul foram obtidas a partir de amostras provenientes de
roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Foi utilizado bootstrap de 1000
replicatas, cujos valores acima de 50% estdo mostrados em cada clado.
Brucella abortus e Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos
externos.
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Figura 21. Analise filogenética de um fragmento de 790pb do gene ftsZ
para Bartonella spp. utilizando o método de inferéncia bayesiana (BI) com
modelo evolutivo de transicdo (TIM1) com sitios invaridveis e distribuicdo
gamma . A sequéncia do presente estudo esta destacada em vermelho.
Sequéncias em azul foram obtidas a partir de amostras provenientes de
roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Foi utilizada simulacdo de Cadeias
de Markov Monte Carlo (MCMC) com 10° geracGes para definicdo da
probabilidade posterior, cujos valores acima de 50% estdo demonstrados em
cada clado. Brucella abortus e Ochrobactrum anthropi foram utilizados como
grupos externos.
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As sequéncias de hemoplasmas obtidas no presente estudo (nUmeros
de acesso GenBank: KY356747 - KY356751) posicionaram-se num mesmo
clado como um grupo monofilético, com suporte de 95% e 100% nas analises
de MV e BI respectivamente. O grupo ficou posicionado entre clados com
Mycoplasma coccoides (AY171918) e gendtipos de hemoplasmas detectados
em roedores do Brasil (KM203857; KT215636), sendo que todos foram

posicionados no grupo de Mycoplasma haemofelis (Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Analise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de maxima
verossimilhangca com modelo evolutivo tempo reversivel generalizado (GTR)
com sitios invariaveis e distribuicdo gamma As sequéncias do presente estudo
estdo destacadas em vermelho formando um grupo monofilético. Foi utilizado
bootstrap de 1000 replicatas, cujos valores acima de 50% estdo mostrados em
cada clado. Mycoplasma pneumoniae foi utilizado como grupo externo.
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Figura 23. Analise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de inferéncia bayesiana
(BI) com modelo evolutivo de transicdo (TIM1) com sitios invariaveis e
distribuichio gamma de um fragmento de 1770pb do gene 16SrRNA para
hemoplasmas. As sequéncias do presente estudo estdo destacadas em
vermelho formando um grupo monofilético. Foi utilizada simulacdo de Cadeias
de Markov Monte Carlo (MCMC) com 10° geracGes para definicdo da
probabilidade posterior, cujos valores acima de 50% estdo demonstrados em
cada clado. Mycoplasma pneumoniae foi utilizado como grupo externo.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho relata a ocorréncia de Bartonella spp. em
quiropteros amostrados nos estados do Parana, Para e Tocantins, e de
hemoplasmas em animais dessas mesmas localidades e também no estado do
Mato Grosso. Apesar das diferengas climaticas e diferentes biomas, observou-
se uma relacéo filogenética entre a maioria das sequéncias dos patégenos sob
estudo.

A ocorréncia de Bartonella spp. encontrada no presente estudo em
quirépteros neotropicais mostrou-se baixa (5,28%), similar a descrita em
quirépteros de Velho Mundo (3,38% [13/384]) amostrados em Suazilandia e
Africa do Sul (Africa) por Dietrich et al. (2016). De uma maneira geral, a
ocorréncia de Bartonella spp. mostra-se relativamente alta em quirépteros do
Velho Mundo, tais como naqueles amostrados na Nigéria (51,35% [76/148] por
gPCR e 15,54% [23/148] por cultura) (KAMANI et al., 2014), Quénia (32,02%
[106/331] por cultura) (KOSOQY et al., 2010), e Madagascar (44,68% [21/47] por
PCR) (BROOK et al., 2015). Por outro lado, tal ocorréncia mostra-se baixa em
quirépteros neotropicais, tais como naqueles amostrados na Guatemala (33,1%
[39/118]), Peru (24,1% [27/112]), Costa Rica (33,3% [21/63]) e Porto Rico (18%
[09/68]), com deteccdo por meio de cultura sélida seguida por PCR
convencional ou somente por métodos moleculares (BAI et al., 2011; BAI et al.,
2012; JUDSON, FRANK e HADLY, 2015; OLIVAL et al., 2015).

Embora tenha sido relatada baixa ocorréncia de Bartonella spp. entre
quirépteros das espécies Sturnira lilium e Glossophaga soricina (BAI et al.,
2011), estas, juntamente com Carollia perspicillata, foram as espécies de
morcegos que mostraram maior positividade para Bartonella spp. no presente
estudo. Apesar do grande numero de individuos do género Molossus spp.
(29,01% [47/162]) amostrados, nenhum mostrou positividade para Bartonella
spp., corroborando com os resultados encontrados por Bai et al. (2012) no
Peru. Ainda, o presente estudo traz a primeira descricdo de Bartonella sp. na
espécie Natalus espiritosantensis.

Embora Gutiérrez et al. (2017) sugiram que o baco seja o 6rgédo de
eleicdo para deteccdo de Bartonella spp., tal diferenca nao foi observada no



64

presente estudo, haja vista que, dentre as amostras positivas, sete foram
provenientes de sangue, seis de tecido esplénico e quatro de tecido hepatico.

No que diz respeito ao posicionamento filogenético das sequéncias de
Bartonella spp. obtidas de quirépteros do Brasil, as mesmas foram alocadas
em clados dos quais faziam parte gendtipos de Bartonella spp. detectados em
quirépteros amostrados em paises da América Latina e quando sequéncias de
Bartonella spp. detectadas em quirépteros amostrados na Africa e Europa
estavam presentes nas andlises, estas formaram outro grupo e foram
posicionadas distantes das sequéncias obtidas no presente estudo.

Hipétese de diferentes pressfes coevolucionarias entre hospedeiros
quirépteros do Novo e Velho Mundo fora levantada, uma vez que espécies do
Velho Mundo parecem ser mais rasticas e demonstrar tempo de evolucéo
maior para o estabelecimento da relacédo parasita x hospedeiro (LEI e OLIVAL,
2014). Desta forma, espécies de quirépteros do Velho Mundo poderiam
albergar gendtipos diferentes e distantes filogeneticamente de patdgenos
encontrados em quirOpteros neotropicais. Tal hipétese poderia explicar o
posicionamento dos gendtipos de Bartonella spp. detectados em quirépteros
neotropicais  em relacéo aqueles pertencentes a  Subordem
Megachiroptera/Yangpteroptera.

Adicionalmente, verificou-se que gendétipos de Bartonella spp.
detectados no presente estudo foram posicionados proximos aqueles
encontrados em mamiferos selvagens da Asia, tais como roedores e cervideos,
com base nas andlises filogenéticas baseadas nos genes ftsZ e rpoB. Neste
sentido, a possibilidade de transmissao intra e interespecifica de Bartonella
spp. ja foi sugerida por Bai et al. (2011), ja que um uUnico hospedeiro pode
albergar mais de uma espécie/gendtipo do patdégeno sob estudo. Neste
contexto, o papel de vetores torna-se importante na transmisséo de Bartonella
spp. de uma espécie de hospedeiro para outra.

Com base na analise filogenética concatenada dos genes gItA e nuoG,
0S genotipos de Bartonella spp. detectados em um espécime de Sturnira lilium
amostrado no estado do Parana e Carollia perspicillata amostrado em
Tocantins, mostraram-se filogeneticamente relacionados a gendtipos de
Bartonella spp. detectados em quirépteros da espécie Carollia perspicillata da

Guatemala, em um ectoparasita de morcego Hippoboscidae (Aspidoptera
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delatorrei) da Costa Rica e com um gendétipo de Bartonella spp. detectado em
um exemplar de Desmodus rotundus amostrado no Peru. Interessantemente,
genadtipos de Bartonella spp. detectados em roedores do Brasil por Goncalves
et al. (2016) posicionaram-se ho mesmo grande clado. Entretanto, genétipo de
Bartonella spp. detectado em um exemplar da espécie Glossophaga soricina
amostrado no estado de Tocantins posicionou-se distante do outro gendétipo de
Bartonella spp. detectado em quirOptero do presente estudo, alocando-se
proximo de um gendtipo de Bartonella spp. detectado em individuo da espécie
Carollia sowelli e seu ectoparasita Strebla guajiro da Costa Rica. Esses
achados sugerem que diferentes genoétipos de Bartonella spp. circulam em
quirépteros amostrados no Brasil.

Ainda, nota-se que a positividade de Bartonella spp. ocorreu
principalmente em espécies da familia Phyllostomidae, sendo que as
sequéncias obtidas ficaram proximas a sequéncias detectadas em quirépteros
desta mesma familia. Supde-se que a transicdo de Bartonella spp. entre
hospedeiros ocorrem com mais frequéncia em quirépteros na mesma familia,
mas as transicbes entre familias, superfamilias ou subordens distintas €
infrequente (MCKEE et al., 2016). A maioria dos animais amostrados pertencia
a familia Phyllostomidae (63,58% [103/163]), a qual apresentou maior
representatividade.

Em relacdo a ocorréncia de hemoplasmas em quirdpteros, Mycoplasma
spp. € pobremente descrito neste grupo de mamiferos. Hemoplasmas ja foram
detectados molecularmente em amostras de tecido esplénico da espécie
Myotis lucifugus e em amostras de sangue de Myotis capaccinii e Miniopterus
schreibersii (MASCARELLI et al., 2014; MILLAN et al., 2015). O presente
estudo traz a primeira deteccdo de hemoplasmas em oito espécies de
quirdpteros: Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops auripendulus,
Glossophaga soricina, Molossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans e
Sturnira lilium. Destas espécies, Molossus spp. foi o principal grupo de
quirépteros que apresentou positividade para hemoplasmas.

A ocorréncia de hemoplasmas mostrou-se alta em pequenas populacdes
de quirépteros amostrados nos Estados Unidos da América (47% [32/68])
(MASCARELLI et al., 2014 ) e Espanha (41,93% [13/31]) (MILLAN et al., 2015).
Interessantemente, embora gendétipos de hemoplasmas detectados em ambos
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os estudos mostraram proximidade filogenética entre si, posicionaram-se
separadamente dos genaotipos de Mycoplasma spp. detectados nos quiropteros
do Brasil. Os gendtipos de hemoplasmas detectados em exemplares da
espécie Molossus molossus amostrados nos estados do Para e Parana
alocaram-se como um grupo monofilético, suportado com alto valores de
bootstrap e probabilidade posterior.

Enquanto os genotipos de hemoplasmas detectados no presente estudo
relacionaram-se filogeneticamente a Mycoplasma coccoides, aqueles obtidos
de quirépteros amostrados nos Estados Unidos da América e na Espanha se
posicionaram no mesmo clado de ‘Candidatus Mycoplasma haemohominis’, o
qual foi detectado em um paciente humano na Inglaterra (STEER et al., 2011).
Neste mesmo clado foi posicionada uma sequéncia de Mycoplasma
haemomuris detectada em roedores domésticos, de laboratério e selvagens
(NEIMARK et al.,, 2001). Baseado no seu posicionamento filogenético, os
gendtipos de hemoplasmas detectados em quirdpteros no presente estudo
mostram-se diferentes daqueles detectados anteriormente em quirdpteros dos
EUA e Espanha.

Apesar da maior positividade encontrada para hemoplasmas do que
para Bartonella spp., apenas um animal da espécie Glossophaga soricina,
amostrado no estado de Tocantins, mostrou-se coinfectado para ambos os
patdgenos estudados. O potencial patogénico destas bactérias para espécies
de quirdpteros necessita de mais estudos.

E importante ressaltar que tanto genétipos de Bartonella spp. como de
Mycoplasma spp. detectados em quirépteros do presente estudo relacionaram-
se filogeneticamente com aqueles previamente detectados em roedores.
Partindo do aspecto evolutivo, quirépteros e roedores sao grupos antigos de
mamiferos e demonstram uma alta adaptacdo a diferentes grupos de
patdgenos (LEI e OLIVAL, 2014).

Finalmente e de modo geral, diversos fatores, tais como mudancas
climaticas, polui¢cdo, urbanizacdo, entre outros influenciam no carreamento e
transmissao de patdégenos (HARRUS e BANETH, 2005), sendo que estudos
epidemioldgicos, principalmente aqueles envolvendo animais selvagens, vém

se mostrando cada vez mais importantes na saude humana e animal.
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7. CONCLUSOES

R/
L X4

R/
L X4

Bartonella spp. e hemoplasmas circulam em quirépteros no Brasil;
Detectou-se molecularmente pela primeira vez a infeccdo por
Bartonella spp. em quirbptero da espécie Natalus
espiritosantensis e por hemoplasmas em oito espécies de
quiropteros (Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops
auripendulus, Glossophaga soricina, Molossus molossus,
Molossus rufus, Myotis nigricans e Sturnira lilium);

Os genotipos de Bartonella spp. detectados em morcegos
amostrados no presente estudo mostraram-se filogeneticamente
associados a genotipos de Bartonella spp. previamente
detectados em outros quirGpteros em outras regiées do mundo;
Diferentes gendtipos de Bartonella spp. ocorrem em quirdpteros
de diferentes regides do Brasil,

Os gendtipos de hemoplasmas detectados em quirdpteros
formaram um grupo monofilético e distintos daqueles previamente
descritos em morcegos amostrados nos Estados Unidos e

Espanha.
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Anexo |. Resultados de quantificacdo (ng/pL) e relacdes 260/280 e
260/230 obtidos por meio do aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®) das
amostras de DNA extraidas de Baco (B) e Figado (F) dos quirdpteros
amostrados no estado do Para.

Amostra Concentracdo (ng/uL) 260/280 260/230

38505 B 63,4 1,89 2,99
38598 B 165,5 1,90 2,59
38706 B 111,8 1,89 2,43
37914 B 55,0 1,95 3,20
38798 B 28,7 2,18 8,19
38597 B 473,8 1,88 2,44
38438 B 31,4 2,16 7,32
38564 B 27,7 2,08 7,90
38596 B 136,7 1,91 2,73
38294 B 136,8 191 2,39
38293 B 38,5 1,98 2,29
38794 B 22,9 2,57 -21,32
38297 B 230,2 1,89 2,39
37936 B 136,7 1,92 2,63
38705 B 304,1 1,90 2,43
37928 B 613,4 1,86 2,30
38281 B 64,8 1,97 3,03
37689 B 399,6 1,88 3,45
37632 B 2,7 -71,47 -0,30
38019 B 32,9 2,00 5,15
37836 B 136,8 1,91 2,90
38799 B 95,0 1,98 2,79
38292 B 42,3 2,04 2,24
38278 B 726,2 1,84 2,39
37665 B 2,3 -2,91 0,28
38797 B 46,6 2,01 3,77
37605 B 725,0 1,83 2,36
38323 B 619,2 1,84 2,32
38199 B 19,9 2,36 291
38198 B 130,7 1,89 2,56
38283 B 389,3 1,88 2,47
37555 B 6,7 4,80 -1,21
38197 B 8,8 3,03 -1,73
37891 B 7,2 4,54 -1,91
38020 B 25,5 2,09 13,12
38505 B 506,5 1,87 2,42
37937 B 75,5 1,92 3,06
38017 B 256,3 1,88 2,55

Continua...



...continuacéo

38299 B
37892 B
38301 B
38430 B
38796 B
38340 B
37893 B
38295 B
37890 B
39226 B
38737 B
37841 B
38226 F
38299 F
37928 F
38197 F
38300 F
37937 F
38339 F
38562 F
38019 F
38504 F
38323 F
37632 F
38020 F
38292 F
38284 F
37892 F
38564 F
38303 F
38598 F
37884 F
37841 F
38706 F
37914 F
38198 F
37893 F
37836 F
37987 F
38281 F
38295 F
38796 F
38297 F

43,7
579,6
30,7
85,6
29,7
29,2
495,3
84,0
349,6
80,9
871,9
39,9
363,2
103,7
254,2
139,5
117,2
169,5
187,2
157,9
21,4
358,4
645,2
83,8
348,9
142,2
103,1
315,8
98,6
31,8
120,4
28,4
12,6
79,5
527,9
167,1
348,1
117,1
136,5
95,4
48,8
237,7
201,2

1,95
1,85
2,06
1,93
2,20
2,18
1,87
1,89
1,89
1,87
1,83
1,93
1,91
1,89
2,03
2,03
1,95
1,94
2,06
1,86
2,09
1,99
1,94
0,73
1,98
2,06
0,77
1,97
1,77
1,43
1,94
1,68
1,86
2,06
1,89
1,99
2,04
1,90
1,85
1,08
1,94
2,05
2,01

2,57
2,35
6,46
2,90
8,10
4,21
2,41
3,15
2,49
2,17
2,32
1,63
1,93
2,03
2,11
2,08
1,96
2,13
2,05
1,75
2,48
2,17
2,01
0,96
1,94
2,12
1,01
2,19
1,66
1,47
2,07
0,96
0,70
2,15
2,01
2,00
1,88
2,25
1,52
1,25
1,90
1,94
1,82
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...continuacéo

38315 F
38294 F
38296 F
38797 F
38798 F
38505 F
38293 F
38301 F
37555 F
37890 F
38596 F
38438 F
38283 F
38705 F
37685 F
37930 F
38017 F
38199 F
38799 F
37891 F
37005 F
38794 F
38278 F
38340 F
38436 F
38795 F
38597 F
37667 F
37666 F
38298 F
37665 F
38302 F
38737 F

Média

147,2
102,8
141,6
259,4
409,5
406,9
857,0
214,9
88,6
584,5
199,7
385,1
24,3
212,6
6,2
290,4
391,0
304,0
442,5
128,3
274,8
285,1
41,2
381,7
38,8
308,6
151,7
52,6
3,0
154,6
2,6
66,2
311,8
202,17

0,75
1,96
1,95
2,04
2,05
1,94
1,94
191
1,86
1,98
1,91
1,87
1,93
2,03
1,92
2,03
1,88
2,04
2,05
1,71
1,98
2,05
1,83
2,06
2,00
2,05
1,96
0,78
2,12
1,98
3,30
1,99
1,94
1,85

0,92
1,69
2,12
1,96
1,93
2,12
1,88
1,99
1,99
2,02
2,15
1,55
1,41
2,10
1,09
2,08
2,18
2,04
2,07
1,95
2,08
2,50
1,35
2,06
1,87
2,14
2,01
1,04
0,88
2,02
1,15
1,76
2,16
2,15
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Anexo Il. Resultados de quantificacdo (ng/uL) e relacbes 260/280 e 260/230
obtidos por meio do aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®) das amostras de
DNA extraidas de Baco (B), Figado (F) e Coracdo (C) dos quirdpteros

amostrados no estado do Parana.

Amostra Concentracédo (ng/pL)  260/280 260/230
B 532 184 1,99
Mglp B 1253 201 1,92
C 63,0 189 1,94
B 88,9 187 1,66
M(g; Ak 157.4 203 1,93
C 48,0 197 1,25
B 92,8 187 216
Mg’:fA F 102,8 195 1,55
C 44.7 200 185
B 94,9 187 2,06
MSEA F 181,4 203 2,00
C 30,3 201 125
B 238 208 157
Mgg G 162.7 203 2,06
C 29.0 212 201
B 70,8 1,00 1,98
Mgg Ak 92,0 204 1,82
C 462 204 152
B 936 189 227
M%PA F 1155 1,06 1,80
C 305 200 1,79
B 34,3 203 2,09
Mgg Ak 124.1 204 186
C 471 1,93 120
B 28.2 197 2,03
Mggp - 84.2 1,09 1,90
C 333 203 1,47
B 55,0 101 217
Mcfg’ Ak 1248 202 194
C 437 104 1,49
B 49.9 1,94 1,90
McflpA F 102,6 201 179
c 42,0 1,99 105
B 76.1 193 175
Mcfzp Ak 234 8 1,92 119
C 52,1 1,99 168

Continua...
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...continuacéo

185,4 191 1,17

50,2 2,00 1,45

169,9 1,88 1,20

52,6 1,97 1,76

146,9 1,85 1,06

26,9 2,07 1,38

164,5 1,96 1,42

27,3 1,85 1,09

230,1 2,02 1,62

28,9 1,91 1,46

362,1 1,90 1,17

254,5 1,94

1,26

54,8 2,09 1,70

Continua...

...continuacao
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286,5 1,88 1,05

52,9 2,05 1,75

154,6 1,85 0,99

48,2 2,10 1,76

219,2 1,87 1,06

64,8 2,01 1,88

228,9 1,81 0,89

53,9 2,05 1,22

286,7 1,93 1,53

C 56,9 2,06 1,84

327,9 2,00 1,99

C 48,0 2,06 1,69

162,5 1,97 1,80

74,8 1,97 2,09
Continua...

...continuacéo
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188,7 1,85 1,00

26,6 2,09 1,43

335,5 1,84 0,97

27,7 2,07 0,38

214,1 2,03 1,96

57,1 2,01 1,57

314,0 1,87 0,75

158,6 1,94 2,10

244,0 1,96 1,81

C 78,0 2,04 1,72




89

Anexo lll. Resultados de quantificacdo (ng/uL) e relagbes 260/280 e 260/230
obtidas por meio do aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®) das amostras de
DNA extraidas de Baco (B), Figado (F) e Coracéo (C) de quirépteros recebidos
pelo Setor de Animais Selvagens do Hospital Veterinario “Governador Laudo

Natel” da FCAV-UNESP.
Amostra Concentracdo (ng/uL) 260/280 260/230

“(')‘f"‘;p 282,5 2,05 2,08
oip 58,9 1,92 1,60
“gf’f:p 97,1 1,08 2,03
”gzest 198,3 1,94 2,09
oo n 91,4 1,84 242
oy 93,6 1,92 2,05
riiels 128,6 2,03 2,22
i 59,1 1,81 1,88
03 C 59,9 1,93 2,36
“gff:p 210,3 2,01 2,15
oap. 88,5 1,01 2,23
“gféo 125,3 1,08 2,24
el 333,9 1,94 117
“(;‘Segp 98,1 1,94 2,28
s 53,7 2,06 2,18
pihels 385,2 2,03 2,16
06 R 87,5 1,93 2,53
rheid 68,0 2,11 2,03

Média 139,99 1,96 2,09
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Anexo IV. Resultado de quantificacdo (ng/pL) e relacdes 260/280 e 260/230
obtidas por meio do aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®) das amostras de
DNA cedidas pela Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira, do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (USP-SP).

Concentracao
Amostra (ng/uL) 260/280 260/230
MTMO19 3,9 1,85 0,55
MTMO20 3,9 2,18 0,65
MTMO21 1,9 1,72 0,37
MTMO22 3,8 1,15 0,22
MTMO23 2,3 1,71 0,42
MTMO24 2,4 1,99 0,3
MTMO25 3,0 2,27 0,4
MTMO26 3,6 1,79 0,41
MTMO28 2,8 1,34 0,2
MTMO29 2,8 1,4 0,42
MTMO31 5,1 1,65 0,52
MTMO32 5,4 1,42 0,55
MTMOS3 4.4 1,33 0,42
MTMO34 4,0 1,48 0,31
MTMO35 3,0 1,44 0,45
MTMO36 1,7 1,3 0,52
M2 2,2 2,09 0,39
M4 3,0 2,55 0,36
M5 1,1 5,31 0,67
M6 3,8 1,34 0,32
M7 2,9 3,8 0,83
M8 1,6 11,86 0,19
M9 2,2 2,46 0,38
M12 4,3 1,9 0,35
M15 2,1 2,82 0,35
M16 5,1 1,39 0,52
M17 3,7 1,86 0,43
M21 2,1 3,72 0,82
M23 3,7 2,62 0,55
M24 3,2 1,36 0,41
M38 7,8 1,76 0,45
M39 3,5 1,38 0,51
M40 15 12,12 0,66
M41 4,4 1,78 0,6
M42 2,2 3,0 0,29
BATTO28 20,2 1,82 0,91
BATTO29 7,0 1,62 0,84
BATTO30 12,0 1,58 0,66
BATTO41 26,0 1,72 1,32
BATTO42 21,6 1,9 1,32

Média 5,03 2,49 0,52




