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DETECCAO E CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE Bartonella spp. EM
MORCEGOS E MOSCAS STREBLIDAE ASSOCIADAS NA
AMAZONIA BRASILEIRA

RESUMO

Dentre os mamiferos, os morcegos se destacam como importantes reservatorios para
Bartonella spp., ficando atrds apenas dos roedores. No Brasil sdo descritas 182
espécies de morcegos, sendo que trés sao hematéfagas: Desmodus rotundus,
Diphylla ecaudata e Diaemus youngi. A Amazbnia brasileira detém grande
biodiversidade destes mamiferos. Espécies de Bartonella tém sido cada vez mais
relacionadas com doencas humanas e a busca de tais agentes em reservatorios
animais e ectoparasitos mostra-se importante a fim de se elucidar a epidemiologia das
bartoneloses. O presente estudo investigou a ocorréncia e diversidade genética de
Bartonella spp. em amostras de bagco de morcegos da Amazonia Brasileira: Acre
(n=208, de 31 diferentes espécies de morcegos), Para (n = 206/Desmodus rotundus;
n = 1/Desmodus youngi), Roraima (n = 18/D. rotundus), Amapa (n = 3/D. rotundus) e
Amazonas (n = 1/D. rotundus), como também de 142 moscas Streblidae coletadas de
54 D. rotundus (23 de Streblia wiedemanni e 118 Trichobius parasiticus) e um 1 de D.
youngi (1 Trichobius diaemi). Por meio de ensaio de PCR em tempo real quantitativo
(gPCR) baseado no gene nuoG a partir de amostras de baco, DNA de Bartonella spp.
foi detectado em 10,1% (21/208) de morcegos no estado do Acre, e em 31,9%
(73/229) de morcegos hematofagos amostrados em quatro estados da regido Norte
do pais (Para, Roraima, Amapa e Amazonas). Ademais, 45 (50%) moscas Streblidae
também foram positivas na qPCR para Bartonella spp. Os dois gendtipos gltA de
Bartonella spp. detectados em morcegos do Acre agruparam-se com aqueles
previamente identificados em morcegos de outras localidades. Ja as analises
filogenéticas baseadas nos genes gItA e rpoB posicionaram as sequéncias de
Bartonella spp. detectadas em morcegos hematéfagos juntamente com genotipos
previamente detectados em morcegos D. rotundus e moscas associadas a morcegos.
Uma alta diversidade genotipica (4 gendtipos gItA e 9 rpoB) de Bartonella spp. em D.
rotundus na Amazobnia brasileira foi encontrada. Os genétipos identificados em D.
rotundus no presente estudo foram exclusivamente compartilhados com sequéncias
de Bartonella spp. detectadas em morcegos hematdfagos, ndo se sobrepondo com
gendtipos previamente detectados em morcegos ndo-hematéfagos do Brasil.
Demonstrou-se também alta ocorréncia molecular (52,2%) de Bartonella spp. em
moscas Streblidae, com alta diversidade genotipica (4 gendtipos de gItA e 5 rpoB). A
maioria das sequéncias detectadas em moscas Streblidae formaram gendtipos Unicos
para cada espécie de diptero analisada. Por outro lado, dois genotipos gltA e um rpoB
foram compartilhados por sequéncias detectadas em morcegos hematdfagos e
moscas Streblidae, sugerindo o possivel papel de tais dipteros na transmissdo de
Bartonella spp. entre morcegos. O presente estudo forneceu a primeira evidéncia
molecular da presenca de Bartonella spp. em morcegos no Estado do Acre e em
qguirépteros das espécies Lophostoma silvicolum, Vampyressa thyone, Tonatia
saurophila e Phyllostomus elongatus. Ainda, mostrou alta ocorréncia e diversidade
genética de Bartonella spp. em D. rotundus e moscas Streblidae associadas na
Amazobnia Brasileira.

Palavras-Chave: Bartonella spp., Floresta Amazonica, Chiroptera, Diversidade
Genotipica
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MOLECULAR DETECTION AND CHARACTERIZATION OF Bartonella spp. IN
BATS AND ASSOCIATED STREBLIDAE FLIES IN THE BRAZILIAN AMAZON

ABSTRACT

Among mammals, bats stand out as important reservoirs for Bartonella spp., second
only to rodents. In Brazil, 182 species of bats have been described, three of which are
hematophagous: Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata and Diaemus youngi. The
Brazilian Amazon has great biodiversity of these mammals. Bartonella species have
been increasingly associated to human diseases and the search for such agents in
animal reservoirs and ectoparasites is important in order to elucidate the epidemiology
of bartonelloses. The present study investigated the occurrence and genetic diversity
of Bartonella spp. in spleen samples from bats from the Brazilian Amazon: Acre
(n=208, from 31 different bat species), Para (n = 206/Desmodus rotundus; n =
1/Desmodus youngi), Roraima (n = 18/D. rotundus), Amapa (n = 3/D. rotundus) and
Amazonas (n = 1/D. rotundus), as well as 142 Streblidae flies collected from 54 D.
rotundus (23 from Streblia wiedemanni and 118 Trichobius parasiticus) and 1 from D.
youngi (1 Trichobius diaemi). Using a quantitative real-time PCR (QPCR) assay based
on the nuoG gene on spleen samples, Bartonella DNA was detected in 10,1% (21/208)
of bats in the state of Acre, and in 31,9% (73/229) of vampire bats sampled in four
states in the northern region of the country (Para, Roraima, Amapa and Amazonas).
Furthermore, 45 (50%) Streblidae flies were also positive in qPCR for Bartonella spp.
The two gltA genotypes of Bartonella spp. detected in bats from Acre grouped with
those previously identified in bats from other locations. Phylogenetic analyzes based
on the gltA and rpoB genes positioned the Bartonella sequences detected in vampire
bats together with genotypes previously detected in D. rotundus bats and bat-
associated flies. A high genotypic diversity (4 gltA and 9 rpoB genotypes) of Bartonella
spp. in D. rotundus in the Brazilian Amazon was found. The genotypes identified in D.
rotundus in the present study were exclusively shared with Bartonella sequences
detected in vampire bats, not overlapping with genotypes previously detected in non-
hematophagous bats from Brazil. A high molecular occurrence (52.2%) of Bartonella
spp. was also demonstrated in Streblidae flies, with high genotypic diversity (4 gltA and
5 rpoB genotypes). The majority of sequences detected in Streblidae flies formed
unique genotypes for each dipteran species analyzed. On the other hand, two gltA and
one rpoB genotypes were shared by sequences detected in vampire bats and
Streblidae flies, suggesting the possible role of these dipterans in the transmission of
Bartonella spp. among bats. The present study provided the first molecular evidence
of the presence of Bartonella spp. in bats in the State of Acre and in bats of the species
Lophostoma silvicolum, Vampyressa thyone, Tonatia saurophila and Phyllostomus
elongatus. It also demonstrated high occurrence and genetic diversity of Bartonella
spp. in D. rotundus and associated Streblidae flies in the Brazilian Amazon.
Keywords: Bartonella spp., Amazon Rainforest, Chiroptera, Genotypic Diversity



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. Introducéo

O Brasil € detentor de grande diversidade de quirépteros, com 182 espécies de
morcegos distribuidas em nove familias, compreendendo 12,5% do total mundial de
espécies de morcegos. Tais mamiferos possuem papel fundamental na manutencao
dos ecossistemas por atuarem na dispersao de sementes, polinizagdo e controle de
insetos. Por outro lado, devido a alta complexidade biol6gica, como capacidade de
voo, alta longevidade, formacdo de colonias populacionais, vasta disseminacéo, e
ampla diversidade de espécies, quir6pteros sao reconhecidos como importantes

reservatorios naturais para diversos agentes patogénicos.

O género Bartonella sp. engloba a-proteobactérias Gram-negativas intracelulares
facultativas que podem causar zoonoses emergentes. Tais agentes sao transmitidos
por vetores artropodes e possuem mamiferos como principais reservatorios. Os
quirépteros representam o segundo principal reservatorio de Bartonella entre os
mamiferos, ficando atrds apenas dos roedores. Até 0 momento, trés espécies
detectadas em morcegos (Bartonella tamiae, ‘Candidatus Bartonella mayotimonensis’
e ‘Candidatus Bartonella rousetti’) foram incriminadas como agentes zoonaoticos.

Embora estudos prévios tenham sido conduzidos a respeito de Bartonella spp.
em quiropteros no Brasil, inexistentes sdo os estudos no estado do Acre.
Similarmente, poucos sdo os estudos acerca da ocorréncia e diversidade de
Bartonella spp. em morcegos hematéfagos e moscas Hipposcoidea, possiveis vetores
destes agentes entre morcegos, ho mundo. No Brasil, 68 espécies de moscas
Streblidae e 29 moscas Nycteribiidae parasitas de morcegos foram descritas até o
momento.

O trabalho em tela investigou a ocorréncia e diversidade genética de Bartonella
spp. em quirépteros e moscas Streblidae na Amazonia brasileira, a fim de contribuir

para o entendimento da diversidade de genoétipos destes agentes em morcegos.
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5. Conclusion
The present study demonstrated high occurrence (31.9%) and genetic diversity (4

gltA and 9 rpoB genotypes) of Bartonella spp. in D. rotundus in the Brazilian Amazon.
Furthermore, a high molecular occurrence (52.2%) of Bartonella spp. and genetic
diversity (4 gltA and 5 rpoB genotypes) were reported in Streblidae bat flies found
parasitizing D. rotundus, suggesting a potential role of these dipterans in the
transmission of Bartonella spp. among bats. Phylogenetic analyses based on the gItA
and rpoB genes reinforce previous findings by demonstrating that the Bartonella

genotypes circulating in vampire bats and associated Streblidae bat flies grouped with
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those previously detected in bats, regardless of the blood feeding habit on ruminants
and horses by these mammals. The Bartonella genotypes identified in D. rotundus in
the present study were exclusively represented by Bartonella sequences detected in
vampire bats, not overlapping with genotypes previously detected in non-
hematophagous bats in Brazil. Most of the sequences detected in Streblidae bat flies
formed unique genotypes for each dipteran species analyzed. On the other hand, two
gltA and one rpoB genotypes were represented by sequences detected in vampire
bats and Streblidae bat flies, suggesting the possible role of these dipterans in the
transmission of Bartonella spp. among bats.
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