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https://www.bibliaonline.com.br/acf/1co/13/4-7

Dedico essa conquista as mées que
Deus me concedeu: Itala, Sénia
Suely, Karla, Sulamita e Dorinha,
sdo 0s meus pilares em todos os
momentos. Obrigada pela forca,
para que pudesse concluir mais
essa etapa da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus toda honra e gloria, pois sem a Sua presenca na minha vida nada conseguiria,
nos momentos de escuriddo que presenciei nos ultimos meses o Senhor foi a minha luz, na
fraqueza o Senhor segurou as minhas méos e nunca as soltou, no desespero o Senhor me
trouxe a calmaria que eu tanto precisava. Obrigada pela sua bondade e misericordia infinita
por mim, e que ndo ha limites para todo esse Amor que me abraca todos os dias quando vejo
que estou viva, perdoe-me nos momentos em que fraquejei diante do mais valioso dom que o
Senhor me concedeu, a vida.

Agradeco aos meus anjos da guarda, minha familia, que no momento que eu pensei em
abandonar a minha caminhada, pude sentir abracos e ouvir palavras de apoio. A minha tia
ftala que mesmo ausente fisicamente, esta todos os dias presentes com o0 seu amor e
lembrancas, que me alegram nos intervalos em que descanso. A minha v6 Sulamita pela
criagdo incansavel. A minha tia Suely que mostrou toda dedicacdo nos Gltimos 5 meses em
que passamos juntas, foram dias cheios de oracdes, repletos de altos e baixos, mas de muito
aprendizado e fortalecimento. A minha prima Karla que se mostrou sempre prestativa,
abdicando de suas tarefas para me acompanhar. Aos meus pais (Dorinha e Marcelo) pelo dom
da vida, que me deram vérias risadas e conselhos de forca para que pudessem me recuperar. A
minha irm& Gabriella que com seu jeito descontraido me trouxe alegria.

Ao Flavio Hernan que se mostrou um verdadeiro companheiro nas madrugadas em
que eu ndo via mais nenhum sentido, esteve do meu lado me dando o seu abraco e acreditando
que tudo daria certo depois da tempestade.

Ao meu orientador Prof. Dr. Washington Pereira que sempre foi como um pai,
adotando -me no momento em que bati na sua porta, sdo anos de convivéncia, conselhos,
choros na e risadas. Sabes 0 quanto eu lhe admiro e que a nossa parceria possa perdurar por
um longo periodo. Ao meu coorientador Dr. Alex Souza, amigo, que também me adotou e me
mostrou o quanto € valoroso se dedicar ao que gosta de forma honesta e correta, 16gico que
até hoje vou a sala dele pedir conselhos, porque ele ja deve ter notado que sou agoniada.
Nossos estudos ainda continuardo, porque temos muito que desvendar nesse mundo que é a
hepatologia.

Ao0s meus amigos que ganhei no Instituto Evandro Chagas, e que me acolheram com
muita alegria. Mestre André por sempre sorrir ao ver que eu fago “mil coisas a0 mesmo
tempo”; Dr. Pedro que sempre me arranca risadas com as suas frases um tanto engragadas, e
pelo chocolate quase que diarios (eu cobro dele); Kemere (a famosa maninha) que sempre me
ajudou no decorrer dos experimentos e com 0s seus lanches saudaveis; “Desirreté” pelas
coxinhas diarias, palavras de alegria (suas piadas ndo fazem nenhum sentido), pelo sorriso e
escrever nos “tubinhos”; Bruno pela alegria descontraida e parceria (as vezes ele me escuta);
Luiz por ser sempre responsavel; Dickson, Raul, Max, Jocilene, Ménica e Vania pelos dias
compartilhados com café e palavras de apoio.

A minha amiga Dr.a Fernanda Mendes que mesmo distante fisicamente, sempre me
deu todo apoio possivel e inimaginavel em tdo pouco tempo que eu a conhego, 0 que seria de
no6s duas sem um “Oi amiga...Tudo bem? Como foi o seu dia?”’. Aos meus amigos do
LABOPAT — UFRA, Laura que sempre me repassou a sua confianga; Sara Leticia que somos
tdo verdadeiras juntas que ndo tem o porque esconder o quanto nos gostamos; Karina que me
em ouve e esta me devendo “canudinhos”; Geice que sempre se mostrou muito prestativa e
que eu invejo o seu almogo; Marcio que chegou na UFRA com todo o seu conhecimento
sobre Patologia.

Agradeco a todos que contribuiram para que esse sonho fosse possivel de se realizar,
ajudando de forma direta e indireta. Todos foram fundamentais para o desenvolvimento do
trabalho.



RESUMO

O género Bartonella é composto por bacilos gram-negativos que apresentam tropismo por
eritrécitos e células endoteliais, com infeccdo ja descrita em animais das ordens: Rodentia,
Lagomorpha, Carnivora, Artiodactyla, Eulipotyphla e Chiroptera. A infeccdo pela bactéria
pode estar associada a linfadenite, endocardite, angiomatose bacilar e peliose hepatica. Treze
espéecies de Bartonella sdo tidas como zoonoOticas e, 0s quiropteros, considerados como
potenciais reservatorios do agente. Nesse sentido, objetivou-se detectar molecularmente a
ocorréncia de Bartonela spp. em figados de morcegos neotropicais. Foram analisadas 316
amostras de figados de quirdpteros, pertencente as familias Molossidae, Phyllostomidae e
Vespertilionidae distribuidos em 21 géneros, provenientes do bioma de mata Atlantica, do
Estado de S&o Paulo, para amplificacdo parcial do gene gltA do género Bartonella spp. por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Amostras obtidas de dois morcegos (0,6%) da espécie
Glossophaga soricina do municipio de Franca foram positivas por PCR. Os amplicons foram
sequenciados e as sequéncias consenso foram posteriormente alinhadas com sequéncias
nucleotidicas representativas do género Bartonella para anélise filogenética. A andlise
filogenética indicou que as sequéncias agruparam em um clado préximo a sequéncia de
Bartonella sp. detectada em morcego da espécie Glossophaga soricina coletada no bioma de
Cerrado, no Estado do Tocantins, Brasil.

Palavras-chave: Morcegos neotropicais; Figado; Bartonella spp.



ABSTRACT

The genus Bartonella is composed of gram-negative bacilli that are used by tropism by
erythrocytes and endothelial cells, Rodentia, Lagomorpha, Carnivora, Artiodactyla,
Eulipotyphla and Chiroptera. Bacterial infection may be associated with lymphadenitis,
endocarditis, bacillary angiomatosis and hepatic peliosis. Thirteen species of Bartonella are
considered as zoonotic and, the chiroptera, as potential reservoirs of the agent. In this sense, it
was aimed to detect the occurrence of Bartonela spp. in livers of neotropical bats. A total of
316 livers from chyloptera livers belonging to the families Molossidae, Phyllostomidae and
Vespertilionidae were analyzed in 21 genera from the Atlantic forest biome of the State of
Sdo Paulo for partial amplification of the gltA gene of the genus Bartonella spp. by
polymerase chain reaction (PCR). Samples obtained from two bats (0.6%) of the species
Glossophaga soricina from the municipality of Franca as positive by PCR. The amplicons
were sequenced and as consensus sequences were aligned with representative nucleotide
sequences of the genus Bartonella for phylogenetic analysis. A phylogenetic analysis
indicated that as sequences clustered in a clade near the sequence of Bartonella sp. detected in
bat of the species Glossophaga soricina collected without Cerrado biome, in the State of
Tocantins, Brazil.

Keywords: Neotropical bats; Liver; Bartonella spp.
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1 INTRODUCAO:

As relacBes hospedeiro-parasita constituem um caso particular das relagbes
alelobidtica, que implica em um processo adaptativo entre as especies envolvidas, tanto que
animais podem ser potenciais hospedeiros assintomaticos para diversas infeccdes, e o ser
humano ao entrar em contato com esse ambiente de ciclo enzo6tico pode se infectar,
influenciando, deste modo, o grau epidemiologico da enfermidade (CHENG, 1970).

A fauna silvestre é constituida por hospedeiros bem adaptados a diversos agentes
virais, bacterianos, flngicos e parasitarios e, neste sentido, animais silvestres podem ser
reservatorios e fonte de infeccdo para os seres humanos e animais domésticos (CUBAS,
1996).

Fatores como a introducdo do homem no ambiente silvestre, desequilibrio ambientais,
migracdo de hospedeiros e vetores, e exposicdo de hospedeiros suscetiveis podem contribuir
para emergéncia ou reemergéncia de doencas zoonéticas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Dentre da mastofauna, os quirdpteros, comportam algumas bactérias que séo
importantes na epidemiologia de doencas zoonoéticas e enzooticas, dentre elas bactérias do
género Bartonella spp. (KOSQY et al., 2010; LIN et al., 2012), ja identificada em morcegos
das familias Phyllostomidae, Molossidae, Mormoopidae, Noctilionidae, Vespertilionidae e
Pteropodidae (MUHLDORFER, 2012).

O género Bartonella, ¢ composto por bacilos gram-negativos pertencentes ao
subgrupo alfa-2 da classe Proteobacteria que apresentam tropismo por eritrocitos e células
endoteliais (ANGELAKIS; RAOULT, 2014; OKARO et al., 2017). Entre as 45 espécies de
Bartonella reconhecidas, a grande maioria é descrita em animais pertencentes as ordens
Rodentia (ratos, camundongos e esquilos), Lagomorpha (coelhos), Carnivora (raposas, cées,
coiotes, gatos, guaxinins e pumas), Artiodactyla (bovinos, cervos, camelos), Eulipotyphla
(toupeiras) e Chiroptera (morcegos) (SAISONGKORH et al., 2009; OKARO ET AL., 2017).

Em seres humanos, 13 espécies zoonéticas ou potencialmente zoondticas de
Bartonella estdo associadas a sindromes com manifestacdes clinicas variadas, incluindo a
“Doenga da arranhadura do gato” e linfadenite causadas por B. henselae e B. clarridgeiae ou
quadros sistémicos de febre associada a bacteremia persistente (B. rochalimae, B. henselae, B.
quintana, B. tamiae), a febre das trincheiras (B. quintana), febre de Oroya (B. bacilliformis),
neurorretinite (B. grahamii), endocardite (B. alsatica, B. elizabethae, B. henselae, B.

koehlerae, B. mayotimonensis e B. vinsonii) ou lesdes angioproliferativas como a angiomatose
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bacilar/peliose hepética (B. henselae e B. quintana) e verruga peruana (B. ancashensis, B.
bacilliformis) (OKARO et al., 2017).

Os reservatorios e vias de transmissdo de muitas espécies de Bartonella permanecem
indeterminados, no entanto, ja foi demonstrado na infeccdo natural e experimentalmente que
alguns vetores artrépodes como pulgas, piolhos, mosquitos, moscas hemat6fagas e carrapatos
participam no ciclo de transmissdo da infeccdo em animais, 0 que sugere que esses também
sdo potenciais dispersores do patdgeno para seres humanos (BREITSCHWERDT, 2017).

Morcegos sdo reservatorios de B. mayotimonensis, B. naantaliensis (OKARO et al.,
2017), sendo a espécie B. mayotimonensis também um agente causador de endocardite em
humanos (LIN et al., 2010; ANGELAKIS; RAOULT, 2014; OKARO et al., 2017).

Na América latina, isolados de Bartonella spp. foram até entdo identificados em
morcegos na Guatemala (BAI et al., 2011), Peru (BAI et al., 2012) e Argentina (CICUTTIN
et al.,, 2017), incluindo morcegos hematéfagos. Recentemente, os primeiros isolados de
Bartonella spp. em quirdpteros no Brasil foram caracterizados em morcegos capturados nos
Estados do Parana, Para e Tocantins e apresentaram relac6es filogenéticas com isolados de
Bartonella spp. previamente detectados na América latina (IKEDA et al., 2017).

Estudos sobre esses mamiferos voadores ainda deve ser realizado, pois pouco se sabe
sobre a exploracdo de seus nichos, distribuicdo geografica e a sua capacidade em potencial
para albergarem esta proteobactéria (SAISONGKORH et al., 2009), além de identificar a
possibilidade de vetoracdo de possiveis espécies de Bartonella que tenham carater zoonético
(OKARO et al., 2017).

Devido & escassez de estudos sobre o tema e a exponencial relevancia que o género
Bartonella tem apresentado como um agente causador de doenca na medicina humana e
veterinaria, pesquisas relacionados a avaliacdo molecular desta infeccdo em reservatérios
animais, incluindo morcegos, justificam-se pela contribuicdo para melhor caracterizacdo da
distribuicdo geografica, da variabilidade genética da bactéria e seus hospedeiros, além das
caracteristicas eco-epidemioldgicas da doenca nestes animais, que representam potenciais

fontes de infecgédo para seres humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histdrico da Bartonella spp.

Um dos primeiros registros que relatam a presenca da bartonelose data de reliquias
encontradas no “Império Inca”, que retratam caracteristicas da “doenga da verruga peruana”,
tanto que posteriormente com estudos na area da paleontologia molecular puderam afirmar
que tais achados eram referentes a infec¢des por B. bacilliforms (SCHULTZ, 1968).

O segundo achado histérico da doenca se deu pela analise do DNA, realizada
recentemente, que foi extraido da polpa dentéaria de soldados de Napoledo Bonaparti em um
tumulo lituano datado de 1812 evidenciando a presenca de B. quintana (FOURNIER et al.,
2015).

InfeccOes acarretadas pela Bartonella spp., foram reportadas sobretudo nas grandes
guerras mundiais. Tanto que até hoje se suspeita que a "febre de cinco dias" em 1800 na
literatura da medicina russa e a febre da Moldavia da na guerra russo-turca de 1877 foi
provavelmente causada pela mesma espécie de bactéria da “febre das trincheiras” em 1920
(BYAM; LLOYD, 1920; ANSTEAD, 2016).

Entdo, durante a primeira guerra mundial, uma enfermidade designada como “febre
das trincheiras” acometeu cerca de meio milhdo de soldados que apresentaram sinais de
endocardite, mialgia, dor Ossea, febre e cefaleia na regido retro-orbital, incapacitando os
soldados a continuar nos campos de batalha (VENNING, 1919).

Naquela circunstancia, a doenca foi atribuida a infeccdo por Rickettssia transmitida
por piolhos, tanto que pesquisadores da época acreditavam que era preciso “Efetuar pesquisas
para encontrar a causa € a cura da febre da trincheira” (ANSTEAD, 2016), porém apenas
estudos subsequentes confirmaram a participacdo de B. Quintana como o verdadeiro agente
etiologico da febre das trincheiras (Figura 1) (VENNING, 1919; ANSTEAD, 2016; OKARO
etal., 2017).

Nesse pds-guerra a enfermidade ainda foi vista na Pol6nia e era comum entre as tropas
alemas na Frente Oriental durante a segunda guerra mundial em 1939 (ZDRODOVSKII,
1960). E depois desse evento a “febre das trincheiras” ainda foi relatada em casos esporadicos

na Poldnia, Russia , Etiopia, México e China (VINSON, 1966).
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Figura 1 - Soldados alem&os em uma trincheira, verificando manualmente piolhos e ovos de Pediculus humanus

€m suas roupas.
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Fonte: Anstead, 2016.

Nos 1980, a infeccdo por Bartonella spp. foi descrita em pacientes imunossuprimidos,
com HIV e moradores de rua que apresentavam febre e endocardite (OKARO et al., 2017),
representando um novo grupo que é altamente suscetivel a infeccdo por Bartonella spp.
(ANSTEAD, 2016). Nessa mesma década varias espécies e subespécies foram descobertas,
juntamente, com o aumento de reservatorios e vetores (BREITSCHWERDT; KORDICK,
2000).

Wesslen et al. (2001), avaliaram que em 1992, 16 suecos tiveram mortes cardiacas de
forma inexplicada, que posteriormente identificaram por testes moleculares que tal miocardite
foi acometida por Bartonella spp. Nesta mesma época, Noguchi e Battistini (1926),
registraram a primeira ocorréncia B. bacilliformis, causador da “Febre de Oroia” no Peru que
se manifesta com anemia, verrugas, nédulos altamente vascularizados, tal enfermidade esta
restrita a regido da Cordilheira dos Andes, devido ao seu vetor.

E em 1999, habitantes na regido dos Andes, no Peru, mostraram uma taxa de
exposicdo de 12% a B. quintana, a primeira evidéncia deste patdogeno na Ameérica do Sul
(RAOULT et al., 1999). Somando a B. bacilliferos, transmitida pelo mosquito Lutzomyia
verrucarum causadora da enfermidade conhecida como “Doenga do Carriéon”, que dizimou,
aproximadamente, 7000 ferroviarios, com sinais de febre, linfadenopatia, ictericia, cefaleia,
anemia hemolitica e erup¢des cutaneas (MAGUINA; COTUZZO, 2000). Hoje se sabe que

essa enfermidade e endémica nas areas do Peru, Colémbia e Equador (OKARO, 2017).
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2.2 Taxonomia e caracteristicas microbioldgicas da Batonella spp.

A B. Quintana causadora da “febre das trincheiras” foi isolada pela primeira vez em
1961, por William Vinson da Universidade de Harvard e Henry Fuller do Walter Reed Army
Institute of Research, permitindo verificar a susceptibilidade ao teste de antibiograma
(ANSTEAD, 2016).

Posteriormente, Vinson et al. (1969) realizando seus estudos microbioldgicos,
infectaram voluntarios com isolados de bactérias in vitro, produzindo a febre das trincheiras e
finalmente cumprindo os postulados de Koch (VISON et al., 1969). Por causa disso esse
agente etiologico poderia ser cultivado, e devido as suas caracteristicas mofoldgicas e fisico-
quimicas, este microorganimo foi classificado no género Rochalimaea em 1961 (KRIEG,
1961).

Entdo, Brenner et al. (1993) propuseram que as especies de bactérias Rochalimaea
fossem unidas as do género Bartonella, tanto que resultou em uma reclassificacdo que retirou
a familia Bartonellaceae da ordem Rickettsiales. Porém, Birtles et al. (1995) sugeriram a
unificacdo do género Grahamella ao da Bartonella, havendo a insercdo de cinco novas
espécies: B. talpae, B. grahamii, B. peromysci, B. doshiae e B. taylorii.

E no decorrer dos anos novas espécies de Bartonella foram sendo isoladas de diversos
hospedeiros, como B. clarridgeiae, B. koehlerae (DROZ et al., 1999) de gatos domésticos, B.
tribocorum de roedores silvestres (HELBER et al., 1998) e B. alsatica de coelhos selvagens
(HELBER et al., 1999). Deste modo, pode se verificar que ainda ha muitas espécies de
Bartonella a serem descritas, assim como, 0s seus hospedeiros, aumentando as bactérias que
constituem a familia Bartonellaceae (OKARO et al., 2017).

A taxonomia de Bartonella esta intimamente relacionada para os géneros Brucella,
Rhizobium e Agrobacterium, pelas suas caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas
(REGNERY; TAPPERO, 1995). Atualmente, se conhece cerca de 45 espécies de Bartonella.,
dentre elas 13 s&o hospedeiro em seres humanos (OKARO et al., 2017).

Todas as bactérias deste género sdo bacilos gram-negativos ou coccobacilos, verifica-
se que algumas espécies apresentam flagelos como a B. bacilliformes e B. Clarridgeiae
(Figura 2), além de estruturas similares a fimbrias foram observadas em B. tribocorum e pili
do B. hensale (Figura 2), tais caracteristicas facilitam na infeccdo em seus hospedeiros
(BREITSHWERDT; KORDICK, 2000). O tamanho bacteriano tem menos de 3 um de
largura, com a maioria das células medindo 0,5 pum x 1,0 um (REGNERY; TAPPERO, 1995).
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Figura 2- Estruturas de superficie de Bartonella. Micrografia eletrénica de transmissdo de B. henselae (A)

pilado e flagelado B. clarridgeiae (B). As barras de escala correspondem para 1 ~ | um.

Fonte: Andersson; Dehion, 2000.

S8o bactérias catalases, ureases, oxidase e nitrato redutase negativa (HENSEL;
STALER, 1995; OKARO et al., 2017), e aerdbicas que levam de 5 a 45 dias para formar
colbnias visiveis no meio enriquecido por sangue, pois sdo microorganismos dependente de
hemina (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000) e hemotrépicos (ANGELAKIS; RAOULT,
2014). As col6nias sdo tipicamente pequenas (1-3 mm de didmetro) e variam de translicido a
opaco, em uma cor branca creme. A morfologia pode exibir um produto seco para fase
mucoide (Figura 3) (REGNERY; TAPPERO, 1995).

Figura 3 - As col6nias suspeitas de Bartonella isoladas de Ozotona curzonizante (OC19QH) foram cultivadas
em agar de tripsina com 5% de sangue de ovelha defibravel. A: Col6nia de cultura priméria no 13° dia; B:

coldnia de subcultura no 5° dia.

s

Fonte: Xiang et al. (2015).
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2.3 Ciclo de transmissao da bartonelose

No século XX, as contribuicGes feitas pelas infeccdes ocasionadas pela Bartonella
spp., que estd dentro do grupo conhecido como “as doencas infecciosas emergentes”,
elucidaram o seu comportamento biolégico em uma grande variedade de hospedeiros, ja que
incluem diversas espécies de animais silvestres e o ser humano (BREITSHWERDT;
KORDICK, 2000; BREITSCHWERDT, 2017).

O hospedeiro € um reservatorio competente, a partir do qual um o vetor artropode
pode se infectar e as bactérias podem ser transmitidas para outros hospedeiros suscetiveis.
Nesse sentido, numerosas espécies de Bartonella podem infectar um variedade de hospedeiros
mamiferos domésticos e selvagens (REGNERY; TAPPERO, 1995).

Quanto a hospedeiro animal, o género Bartonella ja foi isolado de roedores
(CHOMEL et al., 1996), leGes, linces, coiotes, raposas, alces, cervo (GURFIELD et al.,
1996), gatos e cachorros domésticos (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000), bovinos
(CHANG et al., 2000). Animais de estimacdo representam um grande reservatorio de espécies
Bartonella spp. (CHOMEL et al., 2006).

Ainda nesse contexto, pode-se exemplificar alguns hospedeiros e espécies de
Bartonella: B. doshiae, B. grahamii e B. taylorii isoladas de Microtus agrestis, B. talpae de
Clethreiomys glareolus (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000), e Bartonella spp. em
Miniopterus sp. (ISMAIL et al., 2010).

E foram isoladas, B. vinsonii subsp. arupensis, B. vinsonii subsp. berhoffii, B.
merieuxii e B. rochalimae em Canis familiares, B. tamiae, B. mayotimonensis, B. ancashi em
humanos (ANGELAKIS; RAOULT, 2014). Lin et al. (2010) consideraram que qualquer
espécie de Bartonella encontrada em animais pode infectar os seres humanos, porém deve ser
considera o grau de morbidade e mortalidade que pode causar.

Cada espécie é altamente adaptada ao hospedeiro e ao reservatério, tanto que
geralmente causam uma bacteriemia intraeritrocitaria duradoura, depedendo da relacdo
hospedeiro - espécie - especifico (DEHIO; SANDER, 2003).

As bartoneldceas causam infecgdo persistente em seus hospedeiros, porém o periodo
da incubacdo da infeccdo ainda esta indeterminado, notando certa variagcdo de espécie de
animal para animal ou, até mesmo dentro da mesma espécie animal, tal variacdo pode ser
influenciada pelo estado imunolégico e idade em que o animal ¢é infectado
(BREITSHWERDT; KORDICK, 2000).
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Sabe-se que esta bactéria é intracelular e altamente adaptada aos mecanismos de
defesa do organismo, além de haver a possibilidade de co-infecccéo por espécies diferentes de
Bartonella (HELBER et al., 1999). No hospedeiro, esta proteobacteria, tem como habitat o
intestino, sangue e medula 6ssea (OKARO et al., 2017).

Sua transmissdo ocorre através de vetores invertebrados (HIRSH; ZEE, 2012), mas
ainda ha certo desconhecimento quanto a sua vetoragdo (Figura 4). Porém, alguns registros ja
foram feitos em piolho (ROUX; RANOULT, 1999), carrapatos (WELCH et al., 1999), pulgas
(HIGGINS et al., 1996), alem do que, a infeccdo por fomites ja foi demonstrada como
possivel via de transmissdo (HIRSH; ZEE, 2012; BREITSCHWERDT, 2017). A capacidade
dessa bactéria em ser transmitida através de artropodes, tem facilitado a sua dispersdo e sua
sobrevivéncia (OKARO et al., 2017).

Por exemplo, a B. bacilliformis € vetorada pelo Lutzomia sp., B. quintana pelo piolho
da espécie Pediculus humanus, B. henselae é transmitida entre gatos por meio da pulga
Ctenocephalides felis, B. vinsonii por &caros Trombicula microti, porém o caso da doenga
conhecida como “Doenga da arranhadura do gato” (DAG) causada pela B. henselae esta
associada a propria lesdo que o felino pode produzir em um hospedeiro susceptivel
(BATTERMAN et al., 1995).

Figura 4 - Ciclo da Bartonella hensale spp.

Adults hatch from pupae.

Cats become infected
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skin abrasions, scratches, \e =%
or flea bites become & N
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Larvae form pupae. flea feces.
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AL :
e c)
i - = (1) Magnified Bartonella supp
Eggs hatch into &
- 2 / / /|
larvae. Eggs shed by female —~ / L

into environment,
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Fonte: www.cdc.gov.
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Pressupdem que as pulgas desempenham um papel primordial na transmisséo da
doenga, sendo recomendado o controle desses ectoparasitas, sobretudo em pacientes
imunodeprimidos, os quais ja foram detectados nesses individuos e em seus animais de
estimagdo (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000).

Estudos realizados por Chomel et al. (1996) sugerem que transmissdo mecanica pode
ocorrer através da ingestdo, escarificacdo da pele ou contato conjuntival das fezes dos
ectoparasitas infectados por Bartonella spp. estes vetores se tornam infectados através do
repasto sanguineo em animal positivo para tal bactéria. (Figura 5). Ha relatos, também, da
transmissao através da inoculacdo de matérias contaminadas ou, a partir de lesdes por traumas
sofridos de animais infectados (BREITSCHWERDT, 2017).

Figura 05 - Transmissdo por vetor invertebrado (a), as bartonelas colonizam o nicho primério (b) e transporte
para o endotélio vascular (c). Do nicho primario, as bactérias sdo semeadas na corrente sanguinea (d), onde
invadem eritrdcitos e reintroduzir o nicho primério. Ap6s uma replicacdo limitada dentro do glébulo vermelho
(e), eles persistem no nicho intraeritrocitico (f) competente para transmissao por um artropode de sangue (g)

Repasto
sanguineo

@

Derme

Ldmen
vascular

~°~‘j

Fonte: Adpatado de Harms; Dehlo, 2012.

Além disso, Breitshwerdt e Kordick (2000) sugerem que as diferentes espécies de
Bartonella apresentam preferéncia vetorial, e deste modo, influenciaria na infecgdo de
hospedeiro especifico, por exemplo, B. henselae e B. clarridgeiae foram isoladas em gatos, B.

quintana em humanos, B. vinsonii berkhoffi em canideos domésticos e selvagens, tanto que,
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quando o animal se infecta por uma espécie de Bartonella ndo habitual, ndo desenvolve
bacteremia.

Kosoy et al. (1998) estudaram isolados de Bartonella spp. em embrifes em ratos
infectados naturalmente, e puderam sugerir uma infeccdo via transplacentaria, propondo que a
questdo hospedeiro espécie-especifico poderia ser explicada pelas diferencas anato-
morfoldgicas de cada placenta segundo a espécie animal.

2.4 Patogenicidade da Bartonella spp.

As bartonelaceas geram respostas do sistema imunoldgico tanto celular quanto
humoral em individuos infectados, os anticorpos, podem ser detectados em torno de uma
semana, porém tem sido observado que ndao hd uma relacdo nos titulos de anticorpos e a
manifestacdo de bacteremia (HIRSH; ZEE, 2012).

Segundo Breitschwerdt e Kordick (2000) a manifestacdo da bacteremia esta
relacionada na relacdo hospedeiro espécie-especifico para determinada espécie de Bartonella,
conforme descrito em canideos infectados experimentalmente por B. henselae.

Para Kitchell et al. (2000), os sinais clinicos em canideos e seres humanos infectados
por Bartonella spp. apresentavam semelhangas, pois em ambos se observou endocardite
multifocal, linfadenite granulomatosa, rinite granulomatosa e hepatite.

Assim, verifica-se que mais pesquisas sobre a relacdo da espécie da Bartonellaceae e
a sintomatologia de seus hospedeiros, ainda devem ser verificadas para futuras consideracoes
(NGELAKIS; RAOULT, 2014).

O género Bartonella foi recentemente considerado como um dos principais agentes
etioldgicos de causador de endocardite em seres humanos (FOURNIER et al., 2010). Estudos
histopatolégicos de amostras cardiacas mostraram processo inflamatério, fibrose e
calcificacdo do tecido valvar, associadas a infeccao pela bactéria (LEPIDI et al., 2000).

Em sua patogénese se nota que apos a infeccdo, as bartonelaceas, invadem o sistema
inato do hospedeiro, pois 0s receptores do tipo toll, que sdo proteinas transmembranicas do
tipo I, ndo conseguem detectar os lipopolissacarideos exterior da membrana das bactérias,
resultando em atividade endotoxica por estes microrganismos (ZAHRINGER et al. 2004;
OKARO etal., 2017).

Deste modo, invadem as células endoteliais, que € o nicho primério, e a circulagéo
sanguinea (Figura 6), ja que sdo parasitas intraeritrocitarios (OKARO et al., 2017). A invasdo

em eritrécitos resulta em um longo periodo bacteremia intraeritrocitaria e formacéo de lesbes
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angioproliferativas. Além do que, a doenca pode causar colonizacdo do tecido induzindo a
angiogénese, que € um processo patolégico que atingem capilares ou vasos (RISAU, 1997).

Figura 6 - Deformacé&o de eritrdcitos visto por microscopia eletronica de varredura. (a) Grupos de bactérias e (b)
bactéria solitaria ligada a indentaces. (c a €) pocos profundos que resultam de bactérias que se empurram para
dentro da membrana dos eritrdcitos. (f) Membrana do eritrocito aparentemente puxado para cima do

citoesqueleto e torcido.

Fonte: Benson et al., 1986.

De acordo com Hirsh e Zee (2012), os mecanismos patogénicos estdo muito
associados a espécie da Bartonella. e a sua forma de vetoragdo, por exemplo, enquanto a B.
quintana e a B. henselae estdo associadas a lesdes angioproliferativas (angiomatose bacilar),
pois induzem aos eritrocitos a modificarem o seu citoesqueleto, na “Doenca da arranhadura
do gato” sdo observadas lesdes ulcerativas e vesiculas na pele, linfadenite, febre, cefaleias,

conjuntivite palpebral, meningite, encefalite, pdrpura trombocitopénica e lesdes osteoliticas.
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Outro aspecto patogénico é que a infeccdo por bartoneldceas pode estimular a
angiogénese pela indugdo da sintese de proangiogénicos como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), ocasionando proliferacdo de células endoteliais e suprimindo a
apoptose das células endoteliais vasculares e microvasculares, e sendo um potente fator
mitogénico pode estimular uma angiogénese (KEMPF et al., 2001), além de peliose em
pacientes imunodeprimidos (OKARO et al., 2017).

Ainda se nota que ha diferenca na sintomatologia manifestada, quando se realiza
infeccbes in vitro quando comparada com a infeccdo natural. Infecgbes experimentais
realizadas por Breitshwerdt e Kordick (2000) em felinos domésticos, mostraram que 0s
animais ndo apresentaram sintomatologia, no entanto pode ocorrer bacteremia curta
geralmente de 7 dias.

Diferentemente, gatos com infeccao natural, por inoculacéo intravenosa acidentais ou
através de pulgas infectadas, manifestaram sinais clinicos e uma bacteremia com duracéo de
até 454 dias (CHOMEL et al., 1995), acrescentando infeccdo persistente com a presenca da
Bartonella spp. nos eritrécitos (MAURIN et al., 1997).

A sintomatologia descrita em felinos com infeccdo natural, inclui febre, anemia,
eosinofilia, linfadenomegalia, colangite, lesdes cardiacas e renais, disfunces neuroldgicas e
reprodutivas, hiperplasia dos linfonodos, colangite linfocitica, hepatite e nefrite (KORDICK;
BREITSCHWERALT, 1997; BREITSHWERDT; KORDICK, 2000). Os sinais neuroldgicos
se caracterizam por letargia e desorientacdo, e no coracao por miocardite focal (KORDICK;
BREITSCHWERALT, 1997).

2.5 Aspecto clinico-epidemiolégico

Isolados de bartonelaceas tém sido descritos em uma grande variedade de animais
terrestres, marinhos e voadores como 0s morcegos , sendo que a maioria desses reservatérios
ndo apresenta sintomatologia ou doenca grave (OKARO et al., 2017). As diferentes espécies

possuem uma ampla distribuicdo geogréfica (Figura 7) (SAISONGKORH et al., 2009).
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Figura 7 - Distribuicdo mundial de espécies de Bartonella spp.

B. aisatica, B. birtiasii, B. bovis, B. capreoii, B. birifesii, B. clarridgeiae, B. doskiae,

B, bovis (B. weissit), B. clarridgelae, B. durdenti,  B.ckomelil, B. clarridgeiae, B. doskiae, B. elizabatkae, B. grakamii, B. kenselae,
B. elizabothae. B. kenselao, B. koeklerae, B. elizabethae, B. grakamii, B. kexselae, B. koshlesae, B. phocasnsis, B. giumtana,
B. quintana, B. tamiae, B. vinsouii arupensis , B. phocaensis, B. quintana, B. rattimassiliensis, g ypiimacsitionsis, B. rockalimas,

B. vinsonti berkhoffti, B. vinsonii vinsouit, B, schoenbuckeusis, B. taylorii, B. tribocorum, g tawias, B. taylosii, B. trib
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B. bacilliformis, B. henselae, B. oustralis, B. henselae, B. coopersplainsensis,
B. elizabethae, B. guintano, B. rattuaustaliensts, B. queensiandensis,
B. rockalimae B. gquintana

Fonte: Saisongkorh et al., 2009.

Nota-se que em regibes tropicais hd uma maior prevaléncia da doenca causada por
Bartonellas spp., podendo, associd-la, as condi¢Bes favoraveis a proliferacdo vetorial
(BREITSHWERDT; KORDICK, 2000). Porém, no Brasil, aléem de se verificar escassez de
registros e a falta de dados sobre a taxonomia das bartonellas, soma-se ao fato a questdo de
ndo ter muitos laboratdrios especializados na investigacdo epidemioldgica dessa bactéria
(LAMAS et al., 2013).

Desde o ano de 2014 a bartonelose se tornou doenca de notificacdo obrigatéria pelo
Ministério da Saude, no entanto, as informacGes a cerca da enfermidade ainda sdo limitadas
sobre o aspecto epidemioldgico, diversidade genética, distribuicdo e possiveis casos de
infeccOes (GOLCALVES et al., 2016).

Em alguns estados do Brasil ja foi registrado casos de bartonelose em humanos como
em Minas Gerais (COSTA et al., 2005), S&o Paulo (PITASSI et al., 2015) e Rio de Janeiro
(LAMAS et al., 2010).

Assim como, a Bartonella spp. em roedores sinantropicos, o Rattus novergicus, no
Estado da Bahia (COSTA et al., 2014) e do Mato Grosso do Sul (FAVACHO et al., 2015).
Golgalves et al. (2016), encontraram positividade de 25,60% (117/457) para Bartonella spp.,
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em roedores de varios estados do Brasil: Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Para, Mato Grosso, Bahia, Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte, Goias e Tocantins.

Fleischman et al. (2015) observaram soroprevaléncia de 11% em canideos silvestres
do Estado de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul. e em felinos domésticos no Rio de Janeiro foi
detectado soropositividade em 47,5% (CRISSIUMA et al., 2011).

Estudos recentes no Quénia e Guatemala tém identificado quirdpteros como
reservatorios de espécies de Bartonellas (LAMAS et al., 2013). Bay et al. (2012), sugeriram
que a alta prevaléncia de casos positivos em morcegos no Peru pode ser atribuida a sua vida
longa, somando a alta incidéncia de ectoparasitas que estes mamiferos albergam mantendo o
ciclo enzodtico da doenga.

Infeccdo por bartonelaceas em morcegos foi reportada em Taiwan (LIN et al., 2012),
Finlandia (LILEY et al., 2015), Reino Unido (CONCANNON et al., 2005), Porto Rico
(OLIVAL et al., 2015), Costa Rica (JUDSON et al., 2016), Guatemala (WRAY at al., 2016),
Guiana Francesa (DAVOUST et al., 2016), Madagéscar (BROOK et al., 2015), Ghanga
(MANNERINGS et al., 2016), Africa do Sul (DIETRICH et al., 2016) e Argélia (LEULMI et
al., 2016).

Dentro deste contexto, recentemente no Brasil estudos de lkeda et al. (2017),
identificaram 17 morcegos positivos em testes moleculares das seguintes espécies e
localidades: Sturnira lilium no Parand, Carollia perspicillata, Phyllostomus discolor, Natalus
espiritosantensis e Mimon crenulatum no Para, e Glossophaga soricina e Carolina
perspicillata no Tocantins.

Na area clinica se nota que estudos demonstram que as espécies de Bartonella
apresentam uma relacdo espécie-hospedeiro especifico (McKEE et al., 2016), assim como
manifestacdo de sintomatologia especifica para cada hospedeiro infectado, incluindo os seres
humanos quando s&o alvos da infeccdo, como mostra a Tabela 1, segundo (OKARO et al.,
2017).

Ademias nas ultimas publicacGes se verifica que hospedeiros podem albergar mais de
uma espécie, além do que, a crescente descoberta de novos reservatorios de animais que estdo
sendo publicadas nos ultimos anos, vem estimulando estudos sobre esta enfermidade, j& que
apresenta carater zoondtico (IKEDA et al. 2017; KARO et al., 2017).
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Tabela 1- Espécies de Bartonella, seus hospedeiros e as doencas causadas.

Espécie Hospedeiros Doenca em humanos
B. acomydis Acomys russatus (Roedor) -
B.alsatica Coelhos Endocardite
B.ancashensis Seres humanos Doenga da “Verruga peruana”
B.apis Abelha -
B.australis Canguru -

B.bacilliformis

B.birtlesi
B.bovis
B.callosciuri
B.capreoli
B.chomelii

B.clarridgeiae

B.coopersplainsensis
B.doshiae
B.dromedarii Camels
B.elizabethae
B.florenciae
B.fuyuanensis
B.grahamii
B.heixiaziensis
B.henselae

B.jaculi

B.japonica

B.koehlera
B.koehleraesubsp.bothieri
B.koehleraesubsp.boulouisii
B.mayotimonensis

. melophagi

. naantaliensis

. peromysci

. pachyuromydis

. phoceensis

. queenslandensis

. Quintana

0000w

. rattaustraliani

. rattimassiliensis

. rochalimae

. silvatica

. schoenbuchensis

. senegalensis

talpae

tamiae

. taylorii

. tribocorum

. vinsonii subsp. arupensis
. vinsonii subsp. berkhoffii
. vinsonii subsp. vinsonii
vinsonii
yucatanensis

B. weissii

B. washoensis

selivelovlvelovlivelovlive Moo lvelovlve Moo lve

subsp.

Seres humanos

Roedor
Gado leitero
Esquilo
Veado

Gado francés

Gato

Roedor

Roedor
Camelo

Roedor

Roedor

Roedor

Roedor e veado
Veado

Gato

Roedor (Dipodidae)
Roedor

Gato

Lince

Puma
Morcego
Ovelha
Morcego
Roedor
Esquilo
Roedor
Roedor

Seres humanos

Roedor
Roedor
Canideos
Roedores
Cervideo
Carrapato
Toupeira
Roedor, seres humanos
Roedor
Roedor
Roedor
Canideo
Roedor

Roedor

Felino
Canideo

Doenca da “Febre de Oroya”, “Verruga
peruana”
“Doenga de Carrion”

Linfoadenopatia, febre, péapula, Doenca da
arranhadura do gato

Endocardite, neurorinite.

Neuroretinite, Doenca da arranhadura do gato
Doenca da arranhadura do gato, endocardite,
angiomatose bacilar, bacteremia

Endocardite

Endocardite

“Febre das trincheria”, endocardite,

bacteremia, angiostomose bacilar

Bacteremia e esplenomegalia
Febre

Endocardite
Endocardite

Fonte: Adaptado de Okaro et al., 2017.
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2.6 Diagnodstico

Para a realizacdo do diagnostico de bartonellas necessita-se de laboratérios bem
equipados com ensaios e teste sorologicos especificos, tal exigéncia aumenta quando se
pretende trabalhar com analises moleculares (LAMAS et al., 2013).

Os testes soroldgicos desempenharam inicialmente um papel fundamental na detecgéo
de pacientes soropositivos para Bartonella spp. (OKARO et al., 2017). Tanto que para
enfermos que apresentam endocardite, com suspeita de bartonelose, emprega-se analises
diretas com anticorpos fluorescentes para verificar a titulacdo de IgM e 1gG; soropositivos
podem ser considerados quando o IgM tem titulo de 16 e IgG com 64, observando uma
aumento da titulacdo aproximado de quatro vezes da fase aguda para a de convalescéncia
(CAPONETTI et al., 2009).

Porém, estudo com enzimaimunoensaios (ELISA) em amostras de soros humanos vem
demonstrando reacdo cruzada com outras espécies de microrganismos como a Coxiella sp. e
Chlamydia sp., sugerindo uma baixa especificidade destes testes sorologicos (MAURIN et al.,
1997). A proposta para diminuir a incidéncia de reacGes inespecificas esta em utilizar
antigenos completos, por exemplo, o antigeno 17 kDa que foi adaptado para o teste de ELISA
para IgG contra B. henselae (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000; OKARO et al., 2017).

A imunofluorescéncia, também, pode ser utilizada no diagndstico e identificacdo de
espécies a partir de sua cultura, podendo ser confirmada por testes moleculares (LIN et al.,
2010). Porém, devido ao seu crescimento lento em cultura, métodos bioquimicos de rotina
ndo sdo muito indicados para a sua identificacdo, sendo que a maioria das espécies é inerte a
estes testes, exceto as peptidases (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000).

A Bartonella spp. é exigente ao crescimento no meio de cultura, obervando as suas
colbnias em meio enriquecido por hemoglobina, hemina e eritrocitos, assim faz a opc¢do do
agar com infusdo de coragdo, agar Columbia, agar Brucella, agar Trypticase de soja (OKARO
et al., 2017), a temperatura 6tima 35 a 37 °C com 5% de COy, exceto a B. bacilliformis que
cresce em 29 °C com auséncia de CO2 (RIESS et al., 2008).

As bactérias sdo cultivadas, geralmente, em Agar nutriente semi-sélido contendo
sangue de coelho, equino ou ovino a 35 °C, nota-se que no isolamento que algumas espécies
como: B. clarridgeiae, B. elizabethae e B. vinsonii se caracterizam por colonias de coloracao
esbranquicada, rugosa, seca, ja a B. quintana apresenta uma coloragdo acinzentada, e forma
col6nias menores, mucoides (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000).
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A histopatologia tem sido aplicada em tecidos cardiacos, representando uma técnica de
diagndstico, foi utilizada por Riess et al. (2008) que observaram na regido valvar cardiaca de
pacientes positivos para Bartonella spp., bactérias na area fibrética utilizando como
coloracdo a prata Warthin-Starry. Okaro et al. (2017), realizaram imuno-histoquimica, com
anticorpos monoclonais e policlonais e verificaram especificidade na reacéo para a bactéria, ja
Vermeulen et al. (2010), através da microscopia eletrénica de transmissdo, visualizaram
particulas de bacteriofagos de B. henselae coradas com acetato de uranilo.

Atualmente, técnicas moleculares em amostras de sangue e de isolamento bacteriano,
tem se mostrado com um alto grau de sensibilidade e especificidade entre as espécies de
Bartonellas e seus hospedeiros (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000; LIN et al., 2010;
ANGELAKIS; RAOULT, 2014).

O método de polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) dos
genes que codificam citrato-sintase das regides RNAr 16S ou RNAr 16S-23S das sequéncias
palindrdmicas extragénicas repetitivas e randémicas para distinguir cepas e espécies de
Bartonellaceae, € uma técnica que tem sido muito utilizada em pacientes com angiomatose
bacilar (BREITSCHWERDT, 2017). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido muito
empregada em col6nias de Bartonella spp., com sensibilidade de 72% e especificidade de
98%, e em amostra de soro, respectivamente, 58% de sensibilidade e 100% de especificidade
(OKARO et al., 2017).

A citrato-sintase (gltA) participa do ciclo do &cido tricarboxilico regulando a producéo
de adenosina tri-fosfato (ATP) nas células procaridticas e eucariotas, embora esta enzima
exista em duas formas multiméricas, os monémeros das duas formas sdo semelhantes em
tamanho e homologia de sequéncia de exibicdo (BIRTLES; RAOULT, 1996).

A sequéncia de acido nucleico do gene gltA, que codifica a enzima, foi determinada
para uma série de bactérias, incluindo B. henselae (BROOK et al., 2015). O uso de
comparacOes de gltA para estimar a divergéncia entre espécies estreitamente relacionadas foi
proposto pela Regnery et al. (1991), que demonstraram relacdes genotipicas entre as espécies
de Rickettsia, comparando varios padrbes de digestdo de endonucleases de restricdo de
amplicbes de PCR de glItA parcial (BIRTLES; RAOULT, 1996), sendo posteriormente
utilizados para espécies de Bartonella. Verifica-se que sequéncias de nucleotideos de 345 pb
desses amplicons de gItA foi identificado para cinco espécies de Bartonella, e uma
comparacdo dessas sequéncias revelou niveis de similaridade entre aproximadamente 80 e
90%, tal gene tem a capacidade de agrupar um grande nimero de espécies de proteobactérias
(HARMS; DEHIO, 2012).
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2.7 Aspectos da biologia e ecologia dos quirdpteros brasileiros

A ordem Chiroptera € composta por duas subordens a Megachiroptera e a
Microchiroptera, sendo que esta ultima é constituida por 18 familias, 202 géneros e 1120
espécies de ocorréncia no Novo Mundo e, no Brasil, ha registro de nove familias com 168
espécies (SIMMONS, 2005; REIS, 2010). As familias Phyllostomidae, Noctilionidae,
Emballonuridae, Furipteridae, Thyropteridae, Vespetilionidae, Molossidae, Natalidae,
Vespetilionidae e Mormoopidae ocorrem em todos os biomas brasileiros (PERACCHI et al,
2006).

Esses mamiferos forrageiam em sua maioria de noite, voltando ao amanhecer aos seus
abrigos, e sdo importantes polinizadores e dispersores de sementes nas regides neotropicais e
tropicais (AGUIAR; TADDEI, 1995; REIS et al., 2007; REIS, 2010), e usam a ecolocalizacéo
para se orientar (NEUWEILLER, 2000).

Os morcegos apresentam nichos variados e com isso ha o reflexo de uma alimentacéo
diversificada, podendo ser nectarivoras, frugivoras, hematéfagos e até carnivoras (ALONSO-
MEJIA; MEDELLIN, 1991). Como habitat, podem utilizar cavernas, casca de arvores, fendas
de rochas e constru¢des humanas, formando populacdes de numerosos espécimes, além de
estabelecer relacGes interespecies (REIS, 2010).

Neste contexto, verifica-se que no territério brasileiro hd uma expansdo urbana e
agricola de forma indiscriminadamente, o qual contribui para a diminuicdo do habitat natural
desses mamiferos, ocasionando extingdo de espécies menos adaptadas, e possibilitando a
presenca de outras em areas peri-domiciliares e domiciliares (PACHECO et al., 2010).

Deste modo, é possivel observar o estabelecimento de uma relacdo sinantropica entre
morcegos-humanos-animais domeésticos, aumentando a possibilidade de zoonoses,
zooantroponoses e a manutencdo de um ciclo enzoético (JEFFERIES, 2009).

Diante desse cenario de transmissdo de possiveis doencas, devido a esta intima
relacdo, vale ressaltar que os quirOpteros sdo hospedeiros e vetores em potenciais para
enfermidade de carater zoonoético (REIS et al.,, 2007; PACHECO et al., 2010), e podem
albergar bactérias, protozoarios, virus e fungos (BARROS et al., 2008).

Ademais, 0s poucos estudos realizados na area de parasitologia mostraram que estes
animais podem ser parasitados por numerosas populacdes de ectoparasitas hematofagos
(REIS et al., 2007), que também podem veicular patdgenos intra e inter-espécies.

Segundo o Ministério da Saude (1998), os morcegos brasileiros estdo relacionados a

ocorréncia de algumas zoonoses tanto nas areas rurais e urbanas, ja que sao reservatorios
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naturais e dispersores de agentes etiologicos (FAO, 2011). Assim, promover estudos que
elucidem quais possiveis microorganismos que possivelmente possam albergar vem a

contribuir com novos dados epidemioldgicos e para a saide humana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar por meio de analise molecular a ocorréncia de infeccao por Bartonella spp. no

figado de quirdpteros neotropicais capturados no Estado de Séo Paulo, Brasil.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a prevaléncia molecular de infeccdo por bactérias do género Bartonella no tecido
hepético por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo parcial do gene citrato

sintase (gltA);

Desenvolver o sequenciamento nucleotidico do gene gltA e andlise filogenética do gene gltA

para caracterizar as espécies de Bartonella detectadas nas amostras positivas;

Descrever as caracteristicas ecoepidemioldgicas e distribuicdo geografica das espécies de

quirdpteros positivos para infeccdo por Bartonella spp, segundo a regido de estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados

As amostras utilizadas pertenciam ao banco de espécimes da Se¢do de Hepatologia do
Instituto Evandro Chagas (SAHEP/IEC) e correspondem a morcegos do bioma de mata
atlantica, do Estado de Sao Paulo, encaminhas por demanda ao Instituto Pasteur (Secretaria de
Estado da Saude, Governo de Sdo Paulo) para o diagndstico de raiva. Os animais foram
encaminhados resfriados ou congelados ao Instituto Pasteur, ate serem submetidos & necropsia
para coleta de fragmentos de figado. E posteriormente encaminhados a SAHEP/IEC, onde
permaneceram armazenadas a -80 °C até uso.

Foram avaliadas amostras de figado de 341 espécimes de quirdpteros correspondentes
a trés familias (Molossidae, Phyllostomidae e Vespertilionidae) e 21 espécies (Tabela 2). A
identificacdo destes mamiferos foi realizada com o auxilio de chaves taxondmicas especificas
como a de Reis at al. (2007) e Reis (2010). Além do que, estes tecidos hepaticos foram
provenientes de 90 municipios do Estado de Sdo Paulo, recebidos nos anos de 2012, 2014 e
2015 (ANEXO 02).

Tabela 2 - Morcegos neotropicais distribuidos em familias, espécies e sexo.

Nimero de espécimes por sexo
Fémeas Machos

Phyllostomidae Desmodus rotundus 9 7
Glossophaga soricina 28
Anoura caudifer -
Carollia perspicillata -
Artibeus fimbriatus -
Platyrrhinus spp.
Platyrrhinus lineatus
Sturnira lilium
Artibeus lituratus
Molossidae Cynomops greenhalli
Cynomops planirostris
Eumops auripendulus
Eumops glaucinus
Eumops perotis
Molossus molossus
Molossus rufus
Nyctinomops laticaudatus
Tadarida brasiliensis
Vespertilionidae Lasiurus egra
Histiotus spp.
Histiotus velatus
Myotis nigricans
Eptesicus furinalis 2
TOTAL 146 195

Familia dos quirdpteros Espécies de morcegos
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4.2 Testes moleculares

4.2.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA total das amostras de figado foi executada com a utilizacdo do kit
DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) de acordo com as orientacbes do fabricante no
Laboratorio de Hepatologia do IEC. Assim, todos os tecidos hepaticos foram fragmentados
incubados em 180 pl de tampdo ATL acrescidos de 20 ul de proteinase K, homogeinizados
em vortex, e incubados overnight no termobloco na temperatura de 56 °C para digestéo
enzimatica.

Posteriormente, 200 ul de tampdo AL e 200 pl de etanol puro foram acrescidos ao
lisado, homogeneizado em vortex e o volume total do lisado foi acrescido em colunas com
membrana de silica, seguida por centrifugacGes spin e lavagens com 500 pl do tampdo AW1
(1 minuto a 8000 rpm) e 500 ul de tampdo AW2 (3 minutos a 14000 rpm), sendo retirada p
excesso de alcool em centrifugacdo a velocidade maxima por 1 minuto. O DNA total de cada
amostra foi eluido em 200 ul do Buffer AE (8000 rpm). O DNA extraido foi armazenado no

ultrafreezer a -80 °C para posterior analise molecular.

4.2.2 Amplificacéo da gltA

Os ensaios de PCR foram desenvolvidos segundo condi¢bes previamente descritas
(BIRTLES; RAOULT, 1996) para amplificacdo parcial do gene gltA do género Bartonella
spp. (350 bp). Ressalta-se que a caracterizacdo molecular parcial do gene gltA é viavel e
recomendada para identificacdo molecular de isolados de Bartonella (BIRTLES; RAOULT,
1996; GUTIERREZ et al., 2017).

O mix de reacdo de PCR, por amostra, continha 5ul de tampéo (5x Colorless GoTag®
Buffer), 1ul dNTPs (10Mm), 1 pl MgClz (25 Mm), 1 pl dos primers (20pmol/ul) CSH1f (5'-
GCGAATGAAGCGTGCCTAAA- 3°) (BIRTLES; RAOULT, 1996) e o BhCS.1137n (5° —
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA - 3”) (NORMAN, et al., 1995), 0,3 pl de GoTag® Hot
Start Polymerase (5U/ul), acrescido de 3uL de DNA total de cada amostra, ajustando-se o
volume final a 25 pl com &gua ultrapura.

O programa de termociclagem de amplificagdo consistiu em 35 ciclos, sendo cada ciclo
constituido por ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C durante 5 minutos, seguido por ciclos de

desnaturacdo a 95° C durante 30 segundos, anelamento a 30 °C durante 50 segundos e
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extensdo 72° C durante 30 segundos, e extensdo final & 72 °C por 10 minutos, utilizando o
termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher).

4.2.3 Analise dos produtos amplificados

A deteccdo dos produtos de amplificagdo foi desenvolvida por eletroforese em gel de
agarose 1% corados com SYBR® safe DNA gel stain (ThermoFisher Scientific). Dez
microlitros de cada reacdo acrescidos de 2 pl de Bluejuice gel loading buffer (ThermoFisher
Scientific) foram aplicados no gel de agarose, submetidos a eletroforese e posteriomente
visualizados visualizados sob luz ultra-violeta em transiluminador UV. Amostras com
produtos de amplificacdo com tamanho aproximado a 250 pb foram consideradas como
positivas. O tamanho dos fragmentos amplificados foram estimados comparando-se com 0s
marcadores de peso molecular com escala de 50 pb (50 bp DNA ladder, ThermoFisher
Scientific)

Como controle positivo foi utilizado em cada reacdo uma amostra previamente
identificada como positiva para o agente etioldgico, e como controle negativo foi utilizado

agua bidestilada estéril.

4.2.4 Sequenciamento nucleotidico e analise filogenética

Os amplicons das amostras positivas foram purificados enzimaticamente (ExXoSAP-It,
GE Healthcare) e sequenciados nos sentidos senso e consenso em sequenciador automatico
AB3500 Genetic analyzer (ThermoFisher Scientific) com o uso dos kits BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) e BigDye XTerminator® Purification
Kit (ThermoFisher Scientific), utilizados segundo as orientacdes dos fabricantes (Agua de 1
pl, BigDye Termination Reaction Mix 2 ul, BigDye Sequecing Buffer 1ul, Primer 1,6
pmol/ul e DNA 3ul).

As sequéncias senso e antisenso foram alinhadas no software Geneious v8.1.3. para
obtencdo de sequéncias consenso,  posteriormente  submetidas a BLASTn

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para confirmacdo de positividade. As sequéncias

consenso das amostras positivas foram depositadas na plataforma Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) e alinhadas com um banco de dados contendo 167

sequéncias nucleotidicas representativas do género Bartonella disponiveis no banco de dados

do Genbankpara analise filogenética pelo método de Maximum-Likelihood (GTR+G+l) no


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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software MEGA v7.0 (bootstrap, 1000 replicatas) e identificacdo taxonémica dos isolados. A
distancia nucleotidica foi calculada utilizando-se o software Geneious v8.1.3.

4.3 Analise estatistica

Os resultados de prevaléncia foram apresentados no formato de estatistica descritiva,

descritos em valores absolutos e relativos.

4.4 Consideracdes bioéticas

A presente pesquisa foi apreciada e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto Evandro Chagas (IEC), obedecendo aos preceitos da lei Federal
11.794 de 8 de outubro de 2008 que estabelece os procedimentos para uso cientifico de
animais, assim como os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), sendo aprovado com o numero de protocolo: n° 033/2017 (ANEXO 02), além do
parecer do IBAMA com o nimero: 39285-2.
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5 RESULTADOS:

O estudo verificou que entre as 341 amostras de tecido hepatico de morcegos, obteve-
se positividade para o género Bartonella spp. em duas amostras (0,6%), provenientes de
morcegos da espécie Glossophaga soricina do municipio de S&o Roque, Séo Paulo.

Apbs o sequenciamento, a andlise BLASTn das duas amostras (codigo de acesso
Genbank MG878887 e M(G878888) indicou que ambas apresentaram identidade com o género
Bartonella, resultado confirmado ap6s analise filogenética por maxima verossimilhanca que
indicou que as amostras agruparam em um clado proximo a uma sequéncia de Bartonella sp.
obtida de morcego G. soricina do Estado de Tocantins, Brasil (Figura 8).

O calculo de identidade indicou que as sequéncias obtidas dos dois morcegos G.
soricina no municipio de Sdo Roque apresentaram 100% de identidade nucleotidica entre si e
quando comparadas a outras sequéncias parciais do gene gltA obtidas em quirdpteros no
velho e novo mundo (Anexo 3), a identidade nucleotidica variou de 82,1-89,8%.

A sequéncia de Bartonella sp. HM597203, detectada em morcego Pteronotus davyi na
Guatemala apresentou identidade de 82,1% com as duas sequéncias obtidas de morcegos G.
soricina no presente estudo, enquanto as mesmas apresentaram 82,5% de identidade com a
sequéncia de Bartonella sp. obtidas de morcegos da mesma espécie no Estado do Tocantins
(KY356754) e na Guatemala (HM597202), respectivamente. A identidade nucleotidica com
outro isolado de Bartonella sp. obtida de morcego Stunira lilium no Estado do Parana
(KY356753) foi de 83,2%.

Comparando-se com outras espécies do género, o percentual de identidade
nucleotidica das amostras positivas foi de 86% com B. ancashensis, 84,6% com B. henselae
(EF451789), 81,4% com B. bacilliformis (DQ452946) e 82,9% com B. mayitimonensis
(FJ376732) (Anexo 3).



37

Figura 8 - Arvore filogenética do género Bartonella inferida pelo método de Maxima verossimilhanca, baseada
em sequéncias nucleotidicas parciais (243 pb) do gene gltA. As sequéncias estdo identificadas pelo codigo de
acesso Genbank, identificacdo das espécies/isolados, hospedeiros e procedéncia geograficas. As Amostras
positivas do presente estudo estio destacadas (®) ¢ os ramos que contém sequéncias obtidas outros de
quirépteros estdo marcados em vermelho. Uma sequéncia de Brucella abortus (NC006932) foi utilizada como
grupo externo. Valores de boostrap > 70 estdo expressos nos nés. Barra representa substituigdes nucleotidicas

por sitio.
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6. DISCUSSAO

Dados sobre a ocorréncia de Bartonella spp. em mamiferos domésticos e silvestres no
territorio brasileiro ainda s@o escassos, e a avaliacdo de possiveis hospedeiros do agente é de
extrema importancia para a satde publica, j& que muitas espécies da bactéria apresentam um
carater zoondtico (IKEDA et al., 2017). Soma-se ao fato que quirdpteros poderem albergar
varias espécies de ectoparasitas, que pode vim a contribuir na manutencdo de um ciclo
enzodtico desta bactéria, além desses animais apresentarem uma caracteristica sinantrépica
que poderiam facilitar na disperséo desse agente em seres humanos (PACHECO et al., 2010;
OKARO et al., 2017).

Entdo, sabendo que a bartonelose constitui o grupo de doencas infecciosas emergentes
(GOLCALVES et al., 2016), e que estas enfermidades sdo em sua maioria provenientes de
animais selvagens de vida livre, incluindo os morcegos (SMITH; WANG, 2013), controlar
estas infeccdes se torna um grande desafio, pois € dificil determinar onde se originou a cadeia
de transmissdo na grande diversidade que constitui a mastofauna silvestre, que possuem
possiveis hospedeiros (ANTHONY et al., 2013).

Situacdo que se agrava quando se tem 0s quirOpteros como reservatorios, ja que sao
mamiferos que apresentam uma grande area de distribuicdo geografica com comportamentos
singulares, no que diz respeito a exploracdo de seu nicho, e que pode acabar estabelecendo
uma relacdo intima com os humanos (CALISHER et al., 2006).

Nesse contexto de serem possiveis hospedeiros, observou que houve casos positivos
no presente estudo, porém se verificou que houve uma baixa frequéncia de positividade que
foi de aproximadamente de 0,6% (2/341), tal resultado se assemelha ao do lkeda et al. (2017),
realizado em alguns estados brasileiros, que encontrou 5,2% morcegos positivos distribuidos
entre as espécies de G. soricina, Sturnira lilium e Carollia perspicillata. Acrescenta-se que
dos resultados da presente pesquisa 0s dois espécimes quiropteros G. sorocina
(Phyllostomidae) constituiram os primeiros registros de infeccdo em &reas proximas a
fragmentos da Mata Atlantica no Estado de Séo Paulo.

Outro aspecto importante, sdo os resultados negativos , obtidos por lkeda et al. (2017)
em Molossus molossus no Brasil, por Reeves et al. (2016) em Galapos e, por Bai et al. (2012)
no Peru, corroborando com os achados do presente estudo, que também se apresentaram
negativos para todos os individuos dessa espécie que foram capturados. Diante de tais relatos,
pode-se inferir que M. molossus pode ndo apresentar fatores bioldgicos propicios para ser

hospedeiro em potencial de Bartonella spp.
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Estudos também relataram a presenca de Bartonella spp. em outros representantes da
familia Phyllostomidae neotropicais, como Artibeus jamaicensis, Ardops nichollsi e
Brachyphylla cavernarum na Ilha de S&o Cristovdo em Galapagos (REEVES et al., 2016), na
Amazonia peruana em Carollia perspicillata, Artibeus planirostris, Desmodus rotundus,
Artibeus obscuros, Carolia breviacauda, Glossophaga soricina, Phillostomus discolor,
Phyllostomus hastatus, Sturnira lilium e Vampyricus bidens com 24,1% de casos positivos e
com estirpes de bactérias semelhantes ou igual as encontradas na Guatemala (BAI et al.,
2012).

Dentro desse contexto, em morcegos do Velho Mundo também foi registrado a
presenca da bactéria, porém em uma maior prevaléncia, por exemplo, na Nigéria em Eidolon
helvum, Epomophorus spp., Chaerephon nigeriae, Rhinolophus spp., Micropterus spp. e
Chaerephon nigeriae apresentaram 51,4% (76/148) (KAMANI et al., 2014); Quénia com
30,2% entre Eidolon helvum, Rousettus aegyptiacus, Coleura afra, Triaenops persicus,
Hipposideros commersoni e Miniopterus spp. (KOSQY et al., 2010).

Convém relatar o comportamento ecologico da espécie Glossophaga soricina,
identificada por albergar as espécies de Bartonella spp. no presente estudo, ja que pode
influenciar na sua susceptibilidade em ser infectado, ou, de estabeler um ciclo enzodtico.
Entdo, esses mamiferos apresentam habitos peculiares na exploragcdo do seu nicho, como 0s
seus refugios podem incluir desde abrigos naturais a obras construidas por seres humanos,
além de compartilharem seu habitat com outras espécies de mamiferos, como roedores (REIS
et al., 2010). Tais comportamentos facilitam no estabelecimento de uma antropozoonose entre
o0s hospedeiros (JEFFERIES, 2009; PACHECO et al., 2010).

Além do que, sdo animais insetivoros, polimeros, nectarivoros e frugivoros, que
guando ha perda de seu habitat natural, vao procurar alimento no ambiente urbano e acabam
sendo encontrados em edificacBes urbanas, demonstrando uma boa adaptacdo (GOODWIN;
GREENHALL, 1961), o que pode explicar a presenca das duas espécies de G. soricina serem
encontradas em éareas peri-domiciliares, e que foram encaminhadas ainda vivas para a
realizacdo de necropsia, onde foram obtidas as amostras do presente estudo.

O G. soricina esta inserido dentro da subfamilia Glossophaginae, que sdo morcegos
que apresentam ampla distribuicdo geografica nas Américas como: México, Panama, Peru,
Costa Rica, Bolivia, Costa Rica e Brasil (SIMMONS, 2005) e, no Brasil, ja foi registrado em
diferentes estados incluindo de S&o Paulo (REIS et al., 2010), conforme o registro dessa

espécie na presente pesquisa, procedente do municipio de Sdo Roque, SP.
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Dentro de um contexto filogenético, McKee et al. (2016) sugerem que a diversidade
das espécies de Bartonella em morcegos pode estar intimamente relacionada as
particularidades das subordens, superfamilias e familias de morcegos. Sendo influenciada por
trés fatores: filogeografia, adaptacdo divergente de espécies de Bartonella spp. em relacdo aos
seus hospedeiros e vetores invertebrados, e a evolucdo convergente entre os envolvidos no
ciclo.

No estudo encontraram-se especies de Bartonella spp. que ocorrem em morcegos
tropicais, assim como, registrados por Bai et al. (2012), evidenciando um aspecto geogréfico.
Os primeiros isolados de Bartonella spp. foram identificados recentemente no Brasil, em um
estudo que também detectou 5 espécimes de G. soricina, positivos para Bartonella spp. em
Tocantins, sendo um destes isolados filogeneticamente préximo aos isolados descritos no
presente estudo (IKEDA et al., 2017).

McKee et al. (2016), evidenciaram que ha uma relacdo de especiagdo simpétrica no
ciclo da bartonelose, tanto que a filogenia da Bartonella é determinada pela filogenia dos
quirdpteros, sugerindo que a especiacdo genética para determinar as espécies de quiropteros
pode influenciar nas espécies de Bartonella que podem ser infectantes.

Outro fator, que também pode influenciar nas espécies de Bartonella spp. encontradas
nesses hospedeiros, pode ser a intima relacdo que estes mamiferos podem ter com os
ectoparasitas que os infectam (BREITSHWERDT; KORDICK, 2000). McKee et al. (2016)
notificaram que as espécies de Bartonella. em morcegos estdo bastante relacionadas com a
abundancia e a diversidade de ectoparasitas que podem ocorrer nesses animais, que Sdo
determinados pelo comportamento, densidade populacdo e fatores climaticos em que o0s
quirdpteros vivem.

Porém, tal relacdo ainda deve ser explorada, ja que ha poucas informacdes sobre a
epidemiologia da maioria das doencas transmitidas por ectoparasitas entre morcegos e seres
humanos (LOFTIS et al.,, 2005; REEVES et al.,, 2016). Sabendo-se que a bartonelose
necessita de vetores invertebrados para manutencdo do ciclo de transmissdo, um dos poucos
estudos realizados registrou a presenca de Bartonella spp. em Trichobius major (Diptera,
Strebilidae) na Fldrida, que parasita morcegos (REEVES et al., 2005).

Os dois G. soricina positivos no momento de coleta ndo apresentaram ectoparasitas e,
Olival et al. (2015), relacionam a diversidade de espécies de Bartonella em morcegos porto
riquenhos e sua variacdo da taxa de infeccdo, a quantidade de carga parasitaria que estes

animais apresentaram. Assim, verifica-se que um estudo futuro mais minucioso deve ser
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realizado para poder estabelecer uma associacgao parasita-hospedeiro e seus efeitos no ciclo da
bartonelose entre quirdpteros e outros mamiferos no Brasil.

Dentro da tematica deve ser analisado o padrdo da constituicdo das colbnias de
morcegos, ja que se observam diferencas entres as subfamilias, tanto que Willig (1983)
observou que os espécimes de G. soricina, que estdo na familia Phyllostomidae, apresentam
um comportamento de composicdo populacional constituido por aproximadamente 15
individuos, formados pela presenca de apenas um macho e o restante de fémeas. Esta
distribuicdo comportamental pode ter influenciado nos dois casos positivos do trabalho, pois
ambos eram fémeas.

Atualmente para a deteccdo da infeccdo por Bartonella spp., tem-se empregado em
larga escala os testes moleculares, que podem ser realizados tanto em tecidos visceras
(GONCALVEZ et al., 2016), sangue (MATTHEW et al., 2017) e culturas celulares
(BILLETER et al., 2012).

No presente estudo ndo se sabe se haveria diferenca de positividade encontrada quanto
ao tipo de material bioldgico que foi submetido para a analise molecular, ja que Reeves et al.
(2016) utilizando sangue e cultura bacteriana, observaram maior positividade nas amostras
sanguineas quanto comparado com o cultivo bacteriano,com 53% (18/34) casos positivos no
sangue de Artibeus jamaicensis, quando comparado com a cultura bacteriana das amostras do
mesmo animal, que acabou notando apenas um caso positivo (3%), tais resultados foram
semelhantes as demais espécies de morcegos testadas, como: Ardops nichollsi com 20%
(5/25) e nenhum caso positivo para a cultura, e Brachyphylla cavernarum com 72% (18/25)
positividade para amostras de sangue. Tais achados sugerem que tal diferenca entre os
resultados podem estar atribuido ao crescimento excessivo de outras bactérias, e por
competicdo impediriam o crescimento de Bartonella spp..

Gutiérrez et al. (2016), verifica que o isolamento de Bartonella spp. € laborioso, ja que
se emprega métodos bacterioldgicos classicos, além de requerer condicdes especificas e
periodos prolongados de incubagdo, porém métodos moleculares podem ser considerados
mais praticos e sensiveis.

Os trabalhos, assim como o desenvolvido pela presente pesquisa, vém utilizando o
gene gltA para a deteccédo de estirpes de Bartonella spp. em morcegos, assim como Kosoy et
al. (2010) no Quénia, Dietrich et al. (2016) no Sul da Africa e Suazilandia e Brook et al.
(2015) em Madagascar.

Kamani et al. (2014), observaram que a gPCR (PCR em tempo real) apresentou maior

sensibilidade demonstrando positividade em 51,4% (76/148) amostras sanguineas de
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morcegos, quando comparado com a PCR convencional que teve como resultado 9,5%
(14/148) de ocorréncia, demonstrando diferencga na sensibilidade da deteccdo, mas o que ndo
invalida o teste de PCR convencional. Assim, verifica-se que em estudos futuros pode ser
testados a qPCR nessas amostras de Sao Paulo.

Ikeda et al. (2017), utilizando o mesmo gene, e notaram que o gendtipo de Bartonella
em G. soricina no Estado de Tocantins se aproximou do genotipo observado em morcegos da
Costa Rica, distanciado dos gendtipos detectados no Parana. Reforcando a hipotese de que a
Bartonella apresenta relacdo hospedeiro-especifica, além de demonstrar que no territorio
brasileiro ha a ocorréncia de variadas espécies de Bartonella. Os isolados de Bartonella spp.
nos dois especimes de G. soricina estudados apresentaram identidade nucleotidica de 82,5%
com o0s gendtipos encontrados nos morcegos do Tocantins.

Mckee et al. (2016), fizeram uma abordagem diferente de gene, os quais verificaram a
relacdo filogenética entre hospedeiros e espécies de Bartonella spp. Assim como, Norman et
al. (1995) que ao utilizarem o citrato sintase para comparar a divergéncia genética entre as
bactérias da classe Proteobacteria, além de desenvolver reagentes genotipicos para
identificacdo de B. hensale, promovendo, assim, informacGes que visam aperfeicoar a
especificidade e sensibilidade de amplificacdo de sequéncias de Bartonella.

Neste sentido, pesquisas relacionadas ao levantamento do estado sanitario de
morcegos neotropicais devem ser estimuladas (IKEDA et al., 2017), sobretudo em animais
provenientes de fragmentos florestais da Mata Atlantica, ja que nessas areas se observa uma
acao antrdpica mais intensa com perda do habitat natural dessa mastofauna aumentando assim
as possibilidade do ser humano entrar em contato em um ciclo enzodtico silvestre como o da
bartonelose.

Estudos relacionados a avaliagdo de microbiotas em organismos animais tém
apresentado crescente importancia dentro da ciéncia médica e, em consonancia com conceito
“one health”, pesquisas para identificagdo de novos agentes virais, bacterianos e parasitarios
em animais apresentam contribui¢fes para o monitoramento epidemioldgico e vigilancia de

agentes zoonoticos emergentes ou reemergentes.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que ha a possibilidade de identificacdo por métodos moleculares de
proteobactérias do género Bartonella spp. em morcegos neotropicais oriundos de biomas
degradados da Mata Atlantica. Assim, inferir-se que tal bactéria circula no ambiente do
municipio de S&o Roque, sendo o primeiro registro no Estado de S&o Paulo.

Nota-se a necessidade da ampliacdo da deteccdo da infecgdo nos demais hospedeiros
silvestres que compartilham o mesmo habitat desses animais. Além de se sugerir que ha
agentes que contribuem para a manutencdo de um ciclo enzo6tico de caréater silvestre dessa
bactéria. E, deste modo, se estimula estudos futuros para uma melhor caracterizacdo do

impacto desta doenca para a salde publica.
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ANEXOS
ANEXO 01 - LISTA DE CIDADES DO ESTADO DE SAO PAULO

Anexo 1 - Procedéncia geografica de morcegos neotropicais do Estado de Sdo Paulo
utilizados para pesquisa molecular de Bartonella spp., segundo o ndmero de espécies por

municipios.

Cidade Numero de morcegos

Espirito Santo do Pinal
Araragua
Ribeirdo Preto
Penapolis
Paulinha
Tieté
Marilia
Sao Bernado do Campo
Andradina
Séo José do Rio Pardo
Itapira
Séo Jodo da Boa Vista
Cosmopolis
Franca
Araras
Atibaia
Jardinopdlis
Descalvado
Indaiatuba
Maripora
Louveira
Santo André
Mogi Guacu
Charqueada
Sertdozinho
Séo Paulo
Campinas
Serrana
Monte Mor
Caconde
Sao Sebastido
Santa Fé do Sul
Cerquilho
Monguagua
Aruja
Jacarei
Nova Odessa
Bauru

PONRPRNRORRNNRIANRRPRRPNRRPONROR O ONRARRPORREO

CONTINUA

N

Itapeva



Cacapava
Tupa
Cabreuva
Americana
Urupés
Guaruja
Jaguaruina
Borborema
Mococa
Santa Barbara d’Oeste
Guaruja
Jaboticabal
Valinhos
Sumaré
Itatiba
Mauéa
Caraguatatuba
Rio Claro
Mogi Mirim
Pereira Barreto
Limeira
Sao Vicente
S&o José dos Campos
Catanduva
Vinhedo
Cravinho
Olimpia
Garca
Tabaeui
S&o Roque

NRPRPRRPRPRPNWORPNRPNOOWROROoRANREPNNRRRRERPR

TOTAL

341
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ANEXO 02 - PARECER DA CEUA IEC

INSTITUTO
EVANORD
CHAGAS

B0 SECRETARIN B0 WRRARD S In St

CtUA

Certificado n® 32/2017

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 3372017, intitulado “Pesquisa molecular

de Bartonefla spp. mo tecido hepitico de quirdpteros neotropicais™ sob o
responsabilidade do(a) isador(a) Alex Junlor Souza de Souza, csti de acordo
com o8 PRINCIPIOS ETICOS NA EXPERIMENTACAO ANIMAL, adotado pelo
Conselbo Nacional de Controle de Experimenta¢io Animal (CONCEA) ¢ foi
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Evandro Chagas
CEUA/EC, observando que o referido projeto utilizard 574 amostras de figado de
quirépteros armazenadas no banco de espécimes da Se¢do de Hepatologia do Instituto
Evandro Chagas.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto,

Deverd ser encaminhado relatdrio incluindo os resultados finais da pesquisa,
no prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apds a finalizagio da mesma.

Ananindeua-PA, 04 de agosto de 2017,

Coordenadora de'CEUATEC'SVSMS M

N AMRANTE DAMAOS0 457 - S0 MAMCD . CEP SA000000 - IR BV SN P S 08 N0 SACEIRAIFONE (DRTLINAAATT . FAX
A AAMSRODOWA B TR N St ARRD LEVLANDW . CRF 6T 0000 - ANAMMDTUAPA - FOME 1091 2142000
- "y wve a po g e
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ANEXO 03 - IDENTIDADE NUCLEOTIDICA

E C|D|E|[F|G|H|I J K

Identificag3o do isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 13
GU%4326 Bartonella clarridgeiae 981870845998 871 867 867 86T
270009 Bartonella elizabethae 31 G945 0E.CBEC 857 877 231 891
HMIZE3TES Bartonella sp. Ew-11, Eidolon kelvum, Kenya BT 549 891 874 BREBET 842 842
JE071330 Bartonella sp. B32342, Myotis sp., Peru 4.6 860 2310 881 885867 560 260
F 346546 Bartonella quintana EKE, canino, Tailandia B9.2 860 574 881 515 98.£ 884 334

EF451783 Bartonells henzelae Berlin-2
AF 204273 Bartonella alsatica, lagomarfo, Franca

G701 85T 0BC0B5918 09.EGBY 339
BE.TBT.Y 067 06T HBL 096 0.5 3058

L
10
avo
088
.2
6.2
884
889
8.5

E041352 Bartonella sp. clone ERDS, Myctalus noctula, Frane 86.7 891 84.2 86.0 884 88.2 905 100.0 96.8

A.JET1E1S Bartonella sp. M451kyctalus noctula, Reino Unido 867 891 84.2 36.0 884 88.2 905 100.0

k041921 Bartonella sp. clone SPO%, quiroptera, Espanha GTCRRL042865 204085 89E 962 963
A.JET1614 Bartonella sp. M207, Pipistrellus sp., Reino Unido  87.0 835 34.2 86.7 884 33.2 9.5 965 968
KFO03137 Bartonella sp. clone ME-1.2, Siphonaptera sp, Finlz 874 895 84.2 37.0 855 805 896 968 968
K041323 Bartonella sp. clone MC21, Myotis daubentonii, Fra 86.2 895 846 367 834 7.2 895 958 958
K041985 Bartonella sp. clone MCS2, Myatis daubentanii, Frs & FO4EBETHE4B87EBIE SR 958
KFO003Z22 Bartonella sp. 180M, Myotis daubentonii, Finlandia 86, FO4EBETOB487E09E958 958
AJET1E13 Bartonella =p. izolate M40E Bat UK SECHILS4E 6T SR40TE005 908 958
AJETIE1Z Bartonella sp. MEZ, Myotis daubentonii, Reino Unic 87.7 90,2 86.2 87.4 895 33.2 0.2 965 965
KFO0315 Bartonella sp. 116743, Eptesicus nilzsoni, Finlandia 224 902 36.0C 251 90K 296 302 951 961
FJ3TET32_Bartonella mayitimonensis EVL-2008, roedor Chir 86.0 87.7 84.2 36.0 881 875 916 937 927
K 356753 Bartonella sp. clone 1, Sturnira lilium, Brasil BETOTIO2EOICB4LO4EDEC 238 S8
HM537139 Bartonella sp. B29126, Carollia perspicillata, Guate 867 877 82,2 832 845 84 £ B6.0 820 988
HMBA713E Bartonella sp. B29122, Desmodus rotundus, Guat 902 862 84 £ 852 877 875 067 874 O74
HMEAT132 Bartonella sp. B24114, Desmodus rotundus, Guate 87.4 862 36.6 5.6 87.0 36,4 84.2 860 860
HMEBATIET Bartonella sp. B23042, Desmodus rotundus, Guat 881 862 36.0 36.2 87.7 6.4 84.2 867 867
HMEAT195 Bartanella sp. E29113, Desmadus rotundus, Guate 89.€ 87.0 86. 86.0 87.7 86.2 86.7 58,4 884
HMEAT13 Bartonella sp. B29108, Desmodus rotundus, Guate 884 867 85.6 36.0 874 86.0 85.2 863 963
HMEA7129 Bartonella sp. B29044, Desmodus rotundus, Gual 881 87.0 85.6 356 87.0 86.4 84.2 860 960
HM537138 Bartonella sp. B29043, Desmodus rotundus, Gual 884 867 85.6 36.0 881 86,7 85.2 863 963
HM537130 Bartonella sp. B29107, Desmodus rotundus, Guat 881 862 36.0 95.6 87.0 6.4 84.2 860 960
HMEAT201 Bartonella sp. B2315, Phyllostomus discolor, Gu. 88.8 862 86.6 36.7 860 7.2 856 867 967
HMEAT203 Bartonella sp. B23105, Preronotus dawyi, Guatern 85.7 835 T9.€ 80.0 832 798 811 825 825
HMEAT138 Bartonella sp. B291E6, Phyllostomus discolor, Gu. 888 860 82.5 36.0 860 872 874 838 488
HMEBATIS7 Bartonella sp. B2911, Artibeus toltecus, Guaterna 858 862 84.2 840 862 BTE BE.2 874 a74
HMBA7207 Bartonella sp. B23172, Micronycteris microtis, G 895 85.F 86.7 828 87.0 86.0 867 86.0 6.0
HM537204 Bartonella =p. B29N12, Phyllostomus discolor, Gu 891 842 85.6 34.2 874 871 856 856 956
HMEA7134 Bartonella sp. B291049, Freronctus dawyi, Guatem. 87.0 860 32,5 328 870 4.5 320 842 942
HMEAT133 Bartonella sp. B2310Z, Freronotus dawyi, Guatem. 87.4 865 83.2 83.2 874 86,2 83.2 846 48
HrAGAT200 Bartonella sp. B23230, Phyllostomus discolor, G $3.4 874 84 € 835 867 364 877 298 238
HMBAT206 Bartonella sp. B23137, Sturnira lilium, Guaternala 881 881 82.2 846 852 86.0 877 831 8491
HMBAT205 Bartonella sp. B29134, Preronotus davyi, Guatern 874 874 818 828 84F 842 067 830 988
ABE242287 Bartonella silvatica Fuji 2341, roedor, Japao 891867 835835881964 852877 877
DCI452946 Bartonella baciliformis YA 9034, humano, Peru 84 832 821 807 835 83.2 B4 € 835 825
DO452347 Bartonella baciliformis Hosp 200-72, humano, Pe 84,6 332 821 80.7 834 83.2 246 835 2358
[MGEE78828 Bartonella sp. 853408, Glossophaga soricing, Br 86.0 842 83.2 825 85,2 84.£ 832 849 849
MMGETE34T Bartonella sp. AS3408, Glossophaga soricing, Br 86.0 842 83.2 828 852 846 832 849 948
HMBA7202 Bartonella sp. B2910, Glossophaga soricina, Gu: 87.0 881 85.7 4.5 874 86.7 884 884 984
k356754 Bartonella zp. M4, Glossophaga soricing, Brazil 874 84F 84.2 847 867 86.7 832 836 835
EPT20645 Bartonella ancazhensis 4160, humano, Peru G4:83502E 06080 AYE0ETBED BED
KPT20635 Bartonella ancazhensis 20,00, humano, Peru S4:83I02E860B0IBVEOET BB 863
MCO0E332 Brucella abortus biovar 1:str, 3-34 TOEL T2 Y02 €31 705 710 712 €98 38
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