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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Michelle dos Santos Ferreira

O continuo processo de urbanizacdo e o avango humano sobre as areas
florestais tém provocado mudangas nos habitats naturais, possibilitando,
consequentemente, o contato de populagdes humanas com endozootias e
epizootias, antes restritas ao ciclo silvestre. Os quirdpteros tém chamado a atencgao
da comunidade cientifica nos ultimos tempos por serem hospedeiros importantes
para doengas humanas emergentes. Embora o numero de publicagdes sobre
proteobactérias dos géneros Rickettsia, Bartonella, Coxiella, Ehrlichia e Anaplasma
(Rickettsias /ato sensu) em animais vertebrados e invertebrados venha aumentando
nos ultimos 20 anos, no Brasil, o papel dos quirdpteros no ciclo natural destes
agentes é desconhecido. Com o objetivo de analisar a participagdo dos quirdpteros
na epidemiologia das doengas causadas por rickettsias no Brasil, um estudo
epidemioldgico descritivo foi desenvolvido em trés diferentes regides do territério
brasileiro. Analises moleculares foram realizadas em amostras de bago de morcegos
coletados na localidade do Rio de Janeiro, Bahia e Santa Catarina no periodo de
2014-2015. Um total de 119 animais foi capturado e submetido a reacdo de PCR
utilizando oligonucleotideos para genes especificos de cada agente estudado. O
DNA de Rickettsia spp., Ehrlichia e Anaplasma néao foi amplificado em nenhuma das
amostras testadas. Quatro amostras (3,4%) foram positivas para o gene hipAB de
Coxiella burnetii. O resultado do sequenciamento destas amostras revelou 100% de
identidade com sequéncias do gene homdlogo completo de C. burnetii depositadas
no GenBank. Vinte e duas amostras (18,5%) foram positivas para Bartonella spp. A
analise filogenética revelou a formagao de trés clados independentes, sugerindo
tratar-se de novas espécies. A sequéncia obtida do morcego Phyllostomus discolor
capturado no estado da Bahia apresentou relacdo com a sequéncia de Bartonella
doshiae, anteriormente descrita associada a roedores silvestres. Ectoparasitas foram
coletados dos morcegos coletados no estado do Rio de Janeiro e foram
classificados como acaros do género Periglischrus e dipteros do género Trichobius e
Strebla. Este é o primeiro estudo no Brasil que relata a infecgao por C. burnetii e
Bartonella spp. em quirdpteros. Estudos futuros sdo necessarios para determinar o
papel dos morcegos e seus ectoparasitas na ecologia destes patdégenos, bem como
a influéncia que essa relagao patégeno-hospedeiro pode ter sobre a saude humana
e animal.
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ABSTRACT

MASTER’S THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Michelle dos Santos Ferreira

The ongoing process of urbanization and human occupation over forest areas
has caused changes in natural habitats, enabling thus the contact of human
populations with animal diseases, previously restricted to the wild cycle. In recent
years, bats have drawn the attention of the scientific community in recent times as
important hosts for emerging human diseases. Although the number of publications
on proteobacteria of Rickettsia, Bartonella, Coxiella, Ehrlichia and Anaplasma genera
(Rickettsia lato sensu) in vertebrate and invertebrate animals has been increasing
over the last 20 years, in Brazil, the role of bats in the natural cycle of these agents is
unknown. In order to analyze the role of bats in the epidemiology of diseases caused
by rickettsia in Brazil, a descriptive epidemiological study was conducted in three
different regions of Brazil. Molecular analysis was performed on captured bats spleen
samples in Rio de Janeiro, Bahia and Santa Catarina states between 2014 and 2015.
A total of 119 animals were captured and PCR was performed using primers for
specific genes for each agent studied. Rickettsia spp., Anaplasma spp. and Ehrlichia
spp. DNA was not amplified in any of the samples tested. Four samples (3,4%) were
positive for Coxiella burnetii gene htpAB. The sequencing results revealed 100%
identity to the complete sequences of C. burnetii homologous gene deposited in the
Genbank. Twenty-two samples (18,5%) were positive for Bartonella spp.
Phylogenetic analysis revealed three separate clades, suggesting that these could be
new species. The sequence obtained from a Phyllostomus discolor bat captured in
Bahia state was related to the sequence of Barfonella doshiae previously described
in association with wild rodents. Ectoparasites were collected from bats captured in
Rio de Janeiro state and were classified as mites of the Periglischrus genus and bat
flies of the genus Trichobius and Strebla. This is the first study in Brazil reporting C.
burnetii infection and Bartonella spp. in bats. Future studies are needed to determine
the role of bats and their ectoparasites in the ecology of these pathogens as well as
the influence that this host-pathogen relationship may have on human and animal
health.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragdes Gerais

Nas ultimas décadas, apesar dos esforgcos para erradicar as doencas
infecciosas, patéogenos, predominantemente zoonéticos, até entdo desconhecidos ou
subestimados, emergiram com impacto na saude humana. O numero destas
zoonoses (re)-emergentes associadas com animais silvestres, que se encontram
mundialmente distribuidos, tem crescido como consequéncia, entre outros fatores,
de um maior contato humano com animais e artrépodes capazes de transmitir
doenca, do aumento do interesse da comunidade cientifica e de uma maior
disponibilidade de novas técnicas diagndsticas.

Neste cenario de zoonoses e animais silvestres, embora tenham sido
identificados quirépteros naturalmente infectados por mais de 68 virus, so6
recentemente os morcegos (ordem Chiroptera) tém sido mais estudados,
considerando que muito pouco ainda se sabe sobre a patogénese e a transmisséo
de qualquer agente infeccioso, mesmo o virus rabico (1, 2).

Fonte potencial de infecgdes zoondticas, os morcegos representam quase
20% dos mamiferos, perdendo apenas para roedores (50% de todas as espécies de
mamiferos) e, assim como os roedores, eles sdo encontrados em todos os
continentes. Além disso, morcegos diferem de outros reservatérios de doengas
silvestres pelo seu estilo de vida unico e diversificado, incluindo a sua capacidade de
voar, as estruturas sociais, muitas vezes altamente gregarios, expectativa de vida
longa, e por atuarem como hospedeiros de ligacdo, geralmente sem transmitir a
infeccdo diretamente aos seres humanos. Estas caracteristicas, associadas com o
maior contato do homem com ambientes dos morcegos, aumentam as
oportunidades de transmissao de agentes infecciosos para os seres humanos (3-5).

Segundo uma ampla revisdo de literatura em 2001, das 1.415 espécies de
organismos infecciosos conhecidas por serem patogénicas para os seres humanos,
868 (61%) sao zoondticas e 175 espécies patogénicas s&o associadas com doengas
emergentes (6). Deste modo, a compreensao do comportamento bioldgico e
patologico de um agente infeccioso através de diferentes espécies animais, pode
fornecer indicadores uteis na epidemiologia das doencgas infecciosas. Pode-se
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deduzir, portanto, que o aumento de estudos em quirdpteros certamente reforcara a
importancia destes mamiferos na manutengdo ndo somente de virus, fungos e
protozoarios, mas também de agentes bacterianos.

Em relagéo as rickettsias /ato sensu (7), aqui definidas como proteobactérias
dos subgrupos alfa 1 (género Rickettsia, Ehrlichia e Anaplasma), alfa 2 (género
Bartonella) e gama (género Coxiella), historicamente estudada no campo da
rickettsiologia (Figura 1.1), publicagbes sobre a participagdo dos quirépteros e de
seus ectoparasitas no ciclo de manutencdo de tais bactérias na natureza sao
escassas e muito incipientes(8-15).

Considerando a crescente importancia dos quirépteros como reservatérios e
transmissores de diferentes patdégenos no mundo, a investigagdo da presenga de
infeccdo por rickettsias lato sensu nestes animais podera, aléem de fornecer mais
subsidios para a vigilancia, auxiliar na compreensao da dinamica destes agentes no

territério nacional.

Eubacteria (Dominio)
]
Protecbacteria (Filo)
Classe Alfaproteobacteria Classe Gamaproteobacteria
Ordem Rhizobiales Ordem Rickettsiales | Ordem Legionellales
Familia Familia i Fa.mi_lia Familia
Bartonellaceae | Anaplasmateceae Rickettsiaceae . Coxiellaceae
Géneros Géneros Géneros Género
I J J I
i 1 i 1 i 1 i 1
Bartonella Anaplasma Orientia Coxiella
Grahamella Ehrlichia Rickettsia
Neorickettsia
Aepyptianelia
Cowdria
Wolbachia

Figura 1.1- Classificacdo das rickettsias /ato sensu. Fonte: Adaptado de Lemos,
2013 (16)



1.2 Caracteristicas Gerais — Rickettsia spp.

O género Rickettsia compreende um grupo de bactérias estritamente
geneticamente relacionadas que se apresentam em forma de bacilos ou cocobacilos
(7, 17). S&o parasitas intracelulares obrigatorias, tanto das células do hospedeiro
vertebrado como das células do vetor invertebrado, podendo ser encontradas no
interior do nudcleo ou livre no citoplasma e se dividem por fissdo binaria.
Metabolicamente, utilizam nutrientes do meio intracelular da célula infectada, sem
que haja necessidade de sintese de proteinas especificas para seu metabolismo e
outras fungdes vitais (18). A composi¢cdo de sua parede celular € semelhante a de
bactérias Gram-negativas, contendo lipopolissacarideo, além de peptidoglicano, uma
proteina de 135 kDa (Outer membrane protein), uma lipoproteina de 17 kD e uma
proteina de superficie especifica (OmpA) para rickettsias do grupo da febre
maculosa (RGFM) que conferem caracteristicas antigénicas e imunolégicas que as

identificam e possibilitam a sua sorotipagem (7, 17-19).

A definicdo “Rickettsia" foi muito utilizada como um termo genérico para
muitas bactérias pequenas intracelulares que, transmitidas por ectoparasitas, nao
podiam ser cultivadas em meio axénico até a década de 1980, quando o progresso
taxondmico alterou profundamente esta definigdo, com a introdugdo de técnicas
moleculares. Desde entao, foi possivel realizar novas abordagens para inferéncias
filogenéticas e taxonbmicas a partir do estudo da genética e da evolugdo no
conhecimento do genoma. Como resultado desse avango, o termo "rickettsia"
atualmente s6 se aplica a bactérias transmitidas por artrépodes, pertencentes ao
género Rickettsia dentro da familia Rickettsiaceae na Ordem Rickettsiales, a-

Proteobacteria (17).

Atualmente os agentes pertencentes ao género Rickettsia tém sido
genomicamente divididos em quatro grupos: (i) Grupo Ancestral, que abriga as
espécies Rickettsia belii e Rickettsia canadensis; (ii) Grupo do Tifo, composto por
Rickettsia typhi e Rickettsia prowazekii; (iii) Grupo Transicional, constituido por
Rickettsia felis, Rickettsia akari e Rickettsia australis e (iv) Grupo da Febre Maculosa
(RGFM) que abriga mais de 25 espécies com 16 confirmadamente associadas com
doenca humana, incluindo a espécie Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri no

continente americano, Rickettsia africae na Europa e Africa, Rickettsia japonica na



Asia e Rickettsia conorii subsp.israelensis na Asia, no Oriente Médio e alguns paises
da Europa (20-23).

1.2.1 Rickettsias do grupo da febre maculosa

Em 1899, Maxcy descreveu nos Estados Unidos, as manifestagdes clinicas
da febre maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR), a mais bem conhecida dentre
as RGFM. Entre os anos de 1906 e 1909, Ricketts identificou o carrapato como vetor
e observou rickettsias em esfregacos preparados a partir de tecidos de carrapatos
consolidando o conceito de doenca infecciosa — causada por bactérias. No periodo
de 1916 a 1919, Wolbach, além de visualizar pela primeira vez o agente etiolégico
— as rickettsias — no interior de células endoteliais lesadas, demonstrou a presenga
da bactéria no interior de exemplares de carrapatos em todas as fases de vida. A
FMMR foi a primeira doenga humana na qual o papel dos carrapatos enquanto vetor
foi estabelecido, sendo o protétipo das rickettsioses transmitidas por esse grupo de
vetores (7, 18). Na América do Sul, ha evidéncias da existéncia da febre maculosa
transmitida por carrapatos desde o século XIX, embora a febre maculosa tenha sido
descrita pela primeira vez oficialmente no Brasil, em Sao Paulo, por José Toledo
Piza em 1929. Piza iniciou a distingdo da febre maculosa das demais doencas
exantematicas no Brasil, inclusive chegando a demonstrar sua semelhanga com a
FMMR descrita pelos norte-americanos. (7, 24).

Atualmente, das rickettsias descritas na literatura, as pertencentes ao grupo
da febre maculosa sdo as de maior relevancia para a saude publica no Brasil.
Rickettsia rickettsii, o protétipo do grupo da febre maculosa, € a espécie mais
patogénica no mundo e a mais importante além de melhor caracterizada no Brasil
(25-27).

1.2.2 Transmissao

A transmissdo das RGFMs esta associada a carrapatos ixodideos. O
carrapato é responsavel pela manutencédo da bactéria na natureza, sdo hospedeiros
naturais, reservatorios e vetores das rickettsias pertencentes a esse grupo (28).

No carrapato a bactéria pode ser transmitida pela via transovariana
(transmissao da bactéria entre sucessivas geragodes), transestadial (sobrevivéncia do
agente em todos os estagios de vida) e horizontal, durante o repasto sanguineo em

um hospedeiro com rickettsemia; essas caracteristicas permitem ao carrapato
4



permanecer infectado durante toda a vida e também por muitas geragcdes apdés uma
infecgdo primaria. (29-31). Entretanto, apenas esses mecanismos de transmissao
entre os carrapatos nédo sio suficientes para a manutencéo da bactéria na natureza,

tendo em vista os efeitos deletérios que a mesma causa nos carrapatos (31, 32).
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Figura 1.2 - Ciclo de Transmissao — Rickettsias do grupo da febre maculosa. Fonte:
Adaptacao de Vélez et al., 2012 (33).

Ainda nao é claro o papel dos animais vertebrados como reservatorios para
as rickettsias, porém algumas espécies de animais selvagens estao sendo indicados
como hospedeiros amplificadores, entre eles, pequenos roedores, aves, antas,
capivaras, répteis, gambas e morcegos (Figura 1.2) (15, 34-36).

Os seres humanos sao hospedeiros ocasionais para carrapatos e raramente
tém um papel na transmissado subsequente da bactéria. Neste contexto, a infecgao
por Rickettsia na populagdo humana pode ser considerada um evento acidental no
ecossistema das rickettsias, ja que o homem é um hospedeiro que ndo desempenha
papel na manutengéo dessas bactérias na natureza (28).



1.2.3 Situagao Epidemiolégica da Febre Maculosa Brasileira

No ano de 2001 a febre maculosa brasileira (FMB) passou a estar sob a
vigilancia epidemiologica e tornou-se doenga de notificagdo compulséria
regulamentada pela Portaria 2325/GM. Desde entdo, mais de 1.100 casos de FMB
foram notificados no pais (37), embora este numero possa estar subestimado devido
a baixa suspeicao clinica, em especial, em periodos de epidemias de doengas como
dengue e leptospirose, cuja manifestagéo clinica se confunde com a FMB.

Atualmente, a maioria dos casos da FMB se concentra na regidao sudeste,
com casos esparsos em outros estados brasileiros. Essa maior incidéncia coincide
com a presenca do principal vetor e reservatério, o carrapato da espécie
Amblyomma sculptum pertencente ao complexo Amblyomma cajennense (38). Em
2009 foi identificada pela primeira vez a infeccdo natural por R. rickettsii no carrapato
conhecido popularmente como carrapato marrom do cao, Rhipicephalus sanguineus,
um conhecido vetor de R. rickettsii no México e nos Estados Unidos. Este fato tem
merecido atencdo, uma vez que esta espécie vive em ambientes peridomiciliares,
alimentando-se de animais domésticos e mantendo uma estrita relacdo com o
homem (26, 39, 40).

A incidéncia da FMB ocorre na maioria das vezes de forma esporadica, mas a
ocorréncia simultdnea da doenga entre membros da mesma familia ou grupos de
individuos com atividade em comum pode ocorrer (7). A sazonalidade da doenga
esta relacionada como o aumento da atividade reprodutiva do carrapato, com grande
numero de larvas e ninfas, promovendo maior contato com o ser humano. Portanto,
apesar de poder ocorrer em qualquer época do ano, observa-se um aumento no

numero de casos entre 0s meses de maio a outubro (25).

1.2.4 Aspectos Clinicos

Uma vez ocorrido o parasitismo pelo vetor, o tempo médio para que ocorra a
inoculagao da bactéria €, em média, de 6 a 10 horas. Considera-se que este seja 0
periodo necessario para que as rickettsias que se encontram latentes nas glandulas
salivares do carrapato sejam reativadas pela elevacao da temperatura decorrente do
sangue sugado pelo vetor, e entdo inoculado no local da picada (18, 41).

Em vista da capacidade das rickettsias de infectar células endoteliais de todo
organismo, uma grande gama de manifestagdes clinicas sdo frequentemente

observadas: cutaneas, musculoesqueléticas, cardiacas, pulmonares,
o



gastrintestinais, renais e neuroldgicas. As manifestagdes clinicas da febre maculosa
apresentam gravidade variavel, de acordo com o tempo de evolugdo da doenga, a
espécie e o estado imunoldgico do paciente, entre outros fatores. Apds um periodo
de incubacéao de 2 a 14 dias com uma média de 7 dias, o quadro é de febre, cefaleia
intensa, mialgia, artralgia, astenia, dor abdominal, ndusea e vomito (18, 42, 43).

Febre, cefaleia e exantema constituem a triade clinica classica da FMB
causada por R. rickettsii que, semelhante a FMMR, pode ocorrer com frequéncia
variavel. Assim, menos de 5% dos pacientes apresentam esse conjunto de
manifestagdes clinicas nos trés primeiros dias de sintoma, 60 — 70% até o fim da 22
semana de doenga e 30% n&o apresentam a triade classica, tornando o diagnostico
dificil (7, 18, 44).

O exantema, sinal mais importante da FMB, aparece geralmente entre o
terceiro e o quinto dia de doenga, podendo n&o estar presente em 15-20% dos
pacientes (7). O exantema, inicialmente, se caracteriza pelo padrdo macular,
podendo evoluir posteriormente, em dois a cinco dias, para um padrao
maculopapular e petequial, acometendo punhos e tornozelos, disseminando-se para
o tronco, face, pescoco, palmas e solas. A doencga pode evoluir em duas ou trés
semanas para a forma grave com lesdes equimoticas e hemorragicas. Estas lesdes
podem determinar areas de necrose e gangrena tecidual, decorrentes das lesbes
extensas na microcirculagao (18, 25, 45).

A auséncia ou a nao identificagdo de exantema em alguns pacientes,
principalmente em individuos idosos, negros ou nos pacientes que sao submetidos a
tratamento especifico precocemente, pode impedir a confirmacdo diagndstica e o
tratamento especifico para a doenca. Tal fato pode determinar a morte dentro de 8-
15 dias apos o inicio dos sintomas. Na forma fulminante, o paciente pode evoluir ao
obito dentro de cinco dias (7).

Com a identificagdo mais recente de uma nova espécie de RGFM associada
com doenga humana no Brasil, a cepa Floresta Atlantica /cepa Bahia associada com
R africae, R parkeri e R sibirica, o paciente desenvolve, quando comparado com 0s
casos da FMB um quadro mais benigno, no qual se observa a presenga de um
cancro de inoculag&o no local da picada do carrapato (46, 47).

Devido as manifestagdes clinicas inespecificas na fase inicial, a doenga é
frequentemente confundida com um grande numero de outros diagndésticos, como

leptospirose, dengue, hepatite viral, salmonela, encefalite, malaria ou pneumonia por
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Mycoplasma pneumoniae. Com o surgimento do exantema, os diagndsticos
diferenciais sdo: meningococcemia, dengue, sepse por estafilococos e por Gram-
negativos, viroses exantematicas (enteroviroses, mononucleoses infecciosa,
rubéola, sarampo), outras rickettsioses do grupo do tifo, ehrlichioses, borrelioses e

febre purpurica brasileira (45).

1.2.5 Diagnéstico Laboratorial

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) é considerado hoje, pela
Organizacdo Mundial de Saude, o teste de referéncia para o diagndstico sorolégico
das rickettsioses. O diagndstico € geralmente retrospectivo e realizado a partir da
analise de duas amostras de soro pareadas e obtidas num prazo ideal de 2-4
semanas entre elas. O aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos da classe
imunoglobulina (Ig) M ou G confirma o diagndstico. A analise molecular a partir da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR, polymerase chain reaction) se encontra
disponivel e deve ser realizada na fase inicial da doenga, quando anticorpos anti-
rickettsias ainda n&o sdo detectados, especialmente em casos graves e Obitos (48).
A imunohistoquimica € outra técnica diagndstica que pode ser utilizada em amostras

de bidpsia de pele ou em material de necropsia.

1.3 Febre Q

Em 1935, Edward Derrick foi convidado a investigar um surto de doenga febril
nao identificada que afetava trabalhadores de abatedouros em Brisbane,
Queensland, na Australia. Uma vez que casos esporadicos da doenga continuaram
a ocorrer regularmente, Derrick comegou a descrever a doenga, adotando em 1937
o termo "febre Q" (‘Q’ para o termo ‘query’) para descrevé-la. Apos tentativas
frustradas de isolamento, especulou-se que se tratava de um agente viral. A
hipotese da origem rickettsial da doencga foi levantada por MacFarlane Burnet e
Mavis Freeman, a partir da analise de amostra de material infeccioso enviado por
Derrick. Subsequentemente Burnet e Freeman apds reproduzirem a infeccdo em
cobaias e outros animais,observaram vacuolos intracelulares preenchidos com
material granular em diversas secg¢des de bago coradas pela hematoxilina-eosina. O
estudo histopatologico permitiu a visualizagdo de numerosos pequenos bastonetes
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que pareciam de natureza rickettsial. Com estes resultados, Derrick e seus
colaboradores investigaram a epidemiologia da doenca, especialmente o papel
potencial de um vetor artropode. Eles concluiram que os animais silvestres eram o
reservatorio natural de febre Q, com animais domésticos como reservatérios
secundarios, e que a doenca poderia ser transmitida por carrapatos ou outros
artropodes (49-51).

Independente do trabalho de Derrick, em 1935, Gordon Davis, do laboratério
Rocky Mountain em Hamilton, Estados Unidos, ao investigara ecologia da febre
maculosa observou que carrapatos coletados no distrito de Nine Mile causavam uma
resposta febril nas cobaias nos quais eles se alimentavam. Como o quadro clinico
observado nestes animais nao sugeria a FMMR, em 1936, Herald Cox associou-se
com Davis para estudar o “agente de Nile Mile” e, assim como Burnet e Freeman,
demonstraram que o agente etiologico era filtravel e que exibia propriedades de
virus e de rickettsias. Em 1938, Cox conseguiu cultivaro agente infeccioso em ovos
embrionados. Uma ligagao definitiva entre o “agente de Nile Mile” e o agente da
febre Q australiano se estabeleceu quando no ano de 1938, Rolla Dyer, diretor do
National Institute of Health, EUA, infectou-se com o organismo com o qual Cox e
Davis trabalhavam em Hamilton. A inoculagdo do agente da febre Q australiano,
enviado por Burnet, em cobaias que em seguida foram desafiadas com cepas
isoladas do sangue de Dyer possibilitou demonstrar a existéncia de imunidade
cruzada. Essa imunidade foi um indicativo de que o “agente de Nine Mile” e o agente
da febre Q eram, de fato, isolados de um unico microrganismo. Em homenagem a
Cox e Burnet, que identificaram o agente da febre Q como uma nova espécie de
rickettsia e a criagao proposta por Cornelius B.Philip de um novo género chamado

Coxiella, o agente etiologico passou a se chamar Coxiella burnetii (51).

1.3.1 Caracteristicas Gerais — Coxiella burnetii

Originalmente C. burnetii foi chamada de Rickettsia burnetii por compartilhar
caracteristicas da familia Rickettsiaceae, como ser um organismo intracelular
obrigatério e ter um ectoparasita como reservatério. No entanto, a andlise da
sequéncia 16S rRNA da bactéria revelou que C. burnetii se encontra mais
estreitamente relacionada com Legionella spp. € que portanto se classifica na

subdivisdo gama da Proteobactéria (52, 53).



Coxiella burnetii € um cocobacilo, pleomaérfico com parede celular semelhante
a das bactérias Gram-negativas, que possui a caracteristica unica entre as bactérias
intracelulares de se proliferar dentro do ambiente hostil de um fagolisossoma. Esta
bactéria possui uma capacidade de sobrevivéncia extracelular e uma resisténcia a
ruptura fisica e quimica que ultrapassa grandemente a das células bacterianas
vegetativas (54).

A resisténcia de C. burnetii é atribuida a um desenvolvimento ainda
incompletamente definido que envolve duas variagdes morfoldgicas distintas: uma
variante de pequenas células (SCV), resistente a tensdes extracelulares, e uma
variante de grandes células (LCV), metabolicamente ativa e sensivel a stress
ambiental. A hipotese sugere que as LCVs sofrem diferenciacdo esporogénica para
produzir formas resistentes ‘sporo-like’, as SCVs (55, 56).

Coxiella burnetii apresenta tropismo por células do sistema monocitico
fagocitario e, caracteristicamente, pode existir em duas fases antigénicas. O
lipopolissacarideo (LPS) representa um dos principais determinantes de viruléncia
de C. burnetii. A fase | é a fase naturalmente encontrada em animais, artropodes e
humanos infectados. Trata-se da fase virulenta na qual o LPS, com sua estrutura de
carboidratos estendida, bloqueia o0 acesso dos anticorpos as proteinas de superficie.
Induzida laboratorialmente, a fase Il, ndo virulenta, é obtida apos passagens em
culturas celulares ou ovos embrionados. Delegbes do cromossomo resultam em
mudancgas na estrutura do LPS, tornando-o acessivel aos anticorpos (53, 57).

A resposta de anticorpos na doenga aguda € principalmente para os
organismos na fase Il. A fase natural | € apenas fracamente internalizada por
mondcitos e macréfagos, mas podem sobreviver no interior dessas células. Em
contraste, a fase Il é facilmente internalizada, mas é rapidamente eliminada. O
receptor utilizado por cada fase de C. burnetii para entrada em mondcitos e
macréfagos € provavelmente crucial para a sua sobrevivéncia dentro destas células

fagociticas (51).

1.3.2 Transmissao

Uma grande variedade de animais pode ser infectada com C. burnetii,
incluindo mamiferos, passaros e artropodes, principalmente carrapatos (58). Os
carrapatos podem ser encontrados naturalmente infectados com C. burnetii, apesar
disso, eles parecem nao ser importantes para a manutencao das infeccbes em seres
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humanos (51). O organismo se multiplica nas células do intestino dos carrapatos e
um grande numero de bactérias é eliminado nas fezes. Couro e |& contaminados
podem se tornar uma fonte de infecgdo para as pessoas por contato direto ou apos
as fezes secarem, sendo inaladas como particulas de poeira no ar (59).

Todos os mamiferos quando infectados excretam C. burnetii resistente a
dessecacao na urina, fezes, leite, e, principalmente em produtos de nascimento. As
fontes de infecgdo humana mais comumente identificados sdo animais de fazenda,
como gado, cabras e ovelhas, além de caes e gatos, estes ultimos associados a
surtos urbanos. Devido a sua resisténcia a agentes fisicos, provavelmente
relacionados ao seu processo de esporulacédo, C. burnetii sobrevive por longos
periodos no ambiente (51, 57, 59).

Nao ha duvida de que os aerossois contaminados sao o principal mecanismo
pelo qual C. burnetii é transmitida aos seres humanos, contudo, a transmissao
também pode ocorrer por ingestao, através do consumo do leite cru contaminado e,
mais raramente, via pessoa-a-pessoa. Ha relatos de propagagao por via respiratoria
apos autopsias, disseminacdo nosocomial respiratoria, transmissao por transfusao

de sangue e também durante trabalho de parto humano (51, 60-62).

1.3.3 Situagao Epidemiolégica da Febre Q

Embora os dados epidemioldgicos indiguem que a febre Q deva ser
considerada um problema de saude publica em muitos paises, em poucos deles a
febre Q se encontra incluida na listadas doengas de notificagdo compulséria. Sendo
assim, sua epidemiologia vem sendo estudada a partir de investigacdes de surtos
definidos, de inquéritos sorologicos realizados no homem ou nos animais em
algumas areas, ou a partir de dados obtidos por laboratérios de referéncia para
rickettsioses (51).

A primeira descrigao de febre Q no Brasil data de 1953, em S&o Paulo (63).
Nas ultimas seis décadas os dados sobre a prevaléncia da doenca em territério
brasileiro estiveram restritos a publicacdes cientificas, e as informacdes existentes,
em sua maioria, concentradas na regido sudeste. Existem relatos de evidéncia
sorolégica em humanos e animais nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Bahia (64-68).

Em 2010, foi reportado o primeiro caso de infecgao por C. burnetii confirmada
por evidéncia molecular no Brasil, em um paciente residente no municipio de
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Itaborai, no estado do Rio de Janeiro, que apresentava febre associada com
trombocitose. Uma investigagado epidemioldgica foi realizada na regidao de Itaborai
com coleta de amostras de humanos, vertebrados e artropodes. O DNA de C.
burnetii foi identificado em céaes, ovelhas, cabras, pulgas e carrapatos, além da
identificacdo de anticorpos anti- C. burneti em amostra humana, confirmando a
circulagao do agente da febre Q na regido (69, 70). Somente em 2014 a febre Q foi
incluida na lista de doencgas de notificacdo compulsoria no Brasil.

1.3.4 Aspectos Clinicos

A apresentacgéao clinica da febre Q é extremamente variavel. A infec¢do pode
ser assintomatica, pode se manifestar como uma doenga aguda ou como doenga
crénica (71). E provavel que fatores tais como a via de infecgdo e do tamanho do
in6culo afete a expressao de infecgao por C. burnetii (72). A maioria dos pacientes
(50%-60%) infectados com febre Q é assintomatica; para pacientes sintomaticos a
apresentacao classica € uma doenga semelhante a gripe que se manifesta por febre,
tosse, dor de cabecga, mialgias e artralgias. Alguns pacientes também desenvolvem
pneumonia, geralmente leve e hepatite (73).

Gravidez, imunossupressao, lesbes nas valvulas cardiacas e alteragoes
vasculares estido associadas com maior suscetibilidade de evoluir para febre Q
crbnica. A febre Q crénica ocorre em aproximadamente 5% dos pacientes infectados
com C. burnetii e pode desenvolver-se de forma insidiosa, meses ou anos apoés a
doencga aguda. Na forma cronica da doencga, tipicamente, o coragdo € o 6rgao mais
comumente envolvido, seguido de artérias, ossos e figado, com hepatite
possivelmente complicada por fibrose hepatica ou cirrose (57).

A infec¢do animal com C. burnetii €, na maioria dos casos, assintomatica e o
termo coxiellose é considerado uma designagcdo mais apropriada (74). Em animais,
durante a fase aguda, a bactéria pode ser encontrada no sangue, pulmbes, baco e
figado. No entanto, a bactéria pode persistir apds a doenga aguda ou subclinica
inicial, sendo liberada persistentemente de nas fezes e urina. A infecgao crénica nos
animais pode causar aborto, parto prematuro ou descendentes fracos em ovinos,

bovinos e caprinos (75).
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1.3.5 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico de febre Q baseia-se principalmente no exame sorologico. A
deteccao de anticorpos por imunofluorescéncia € o método mais comumente
utilizado devido a sua alta sensibilidade e especificidade. A PCR é capaz de detectar
a presenca do DNA de C. burnetii no sangue ou em tecidos (73).

O diagndstico sorologico é facil de estabelecer, embora os anticorpos sejam
detectados apenas depois de 2 a 3 semanas a partir do inicio da doenca. Assim, os
testes soroldgicos deverdo ser realizados em ambos os soros; o de fase aguda e o
de fase convalescente. A IFI, referéncia para o diagnéstico da febre Q, permite a
diferenciacdo de infeccdes de febre Q aguda e cronica. As duas fases antigénicas
distintas de infeccéo por C. burnetii sao detectadas pelo teste sorolégico. Na febre Q
aguda, o titulo de IgG anti-fase Il é elevado e é maior do que o titulo de IgG anti-fase
I. Na febre Q crdnica, o titulo de IgG anti-fase | também é elevada e é tipicamente
mais elevado do que o titulo de IgG anti-fase Il (51, 76).

Reacdes cruzadas sao a maior fonte de confusdo na interpretacdo dos
resultados soroldgicos. Elas tém sido descritas entre C. burnetii e Legionella spp.,
além de Bartonella spp. O diagnodstico diferencial € facilmente estabelecido quando
os titulos de anticorpos quantitativos contra os antigenos de C. burnetii de fase | e
de fase |l sdo determinados (51).

Durante os ultimos anos, varios ensaios de diagnodstico baseados em PCR
foram desenvolvidos para detectar o DNA de C. burnetii. A PCR vem sendo utilizada
com sucesso para detectar a bactéria em culturas de células e amostras clinicas,
incluindo valvulas cardiacas ou bidpsias vasculares (ex. de aneurisma, de aorta),
biépsia do figado, da placenta, no leite, em tecidos fetais, em carrapatos e em
amostras de sangue (77). A disponibilidade de iniciadores derivados a partir de
genes especificos para C. burnetii tem permitido um método simples e confiavel para
a deteccdo da bactéria. Além disso, a PCR tem provado ser mais sensivel do que
técnicas de cultura padrdao para o diagndstico retrospectivo com amostras
congeladas e para o acompanhamento dos pacientes tratados para a febre Q

cronica (57).
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1.4 Bartoneloses

As doencas infecciosas causadas por Bartonella spp. foram descritas ha mais
de 1.000 anos. Historicamente, as infecgdes com Bartonella bacilliformis tém sido
conhecidas desde as dinastias Incas. Bartonella quintana foi detectado em tecido
humano de 4.000 anos de idade provenientes do sudeste da Franca e nos restos
mortais de soldados do Grande Exército de Napoledo em Vilnius, Lituania (78-80).

Apesar de historicamente Bartonella spp. estar associada com doenca
humana ha séculos, cientificamente, a descrigdo destas doencas ocorreu mais
recentemente. Bartonella bacilliformis, como exemplo, foi descrita como causadora
de doenga humana em 1870 entre trabalhadores ferroviarios na regido montanhosa
dos Andes do Peru. Entre 1869 e 1873, cerca de 7.000 trabalhadores morreram com
anemia hemolitica aguda causada pela infecgdo por esta bactéria. Apds anos de
pesquisas e descobertas, a doenga exotica de ocorréncia restrita a regido dos Andes
causada por B. baciliformis foi denominada Doenca de Carrion (81).

Bartonella quintana, a causadora da febre das trincheiras, foi descrita pela
primeira vez durante a Primeira Guerra Mundial. Esta doenga afetou mais de um
milhdo de soldados envolvidos na guerra de trincheiras na Europa. O organismo foi
originalmente designado Rickettsia quintana em 1917, mas mais tarde, quando
isolado em cultura de células, o nome foi mudado para Rochalimaea quintana. A
ligacdo entre B. henselae e a doenga da arranhadura do gato (CSD) foi confirmada
em 1989. No entanto, a primeira descricdo da doenca foi apresentada 40 anos antes
com base no exame histopatolégico dos ganglios linfaticos inflamados.
Anteriormente conhecido como Rochalimaea henselae,0 organismo foi
reclassificado como B. henselae em 1993 (81-83).

Brenner e colaboradores propuseram em 1993 que as espécies anteriormente
pertencentes ao género Rochalimaea fossem unidas com o género Bartonella, que
abrigava, até entdo, a espécie B. baciliformis. A proposta de fundir os géneros foi
baseada em dados de hibridizacdo DNA-DNA e comparacdo das sequéncias de
genes 16S rRNA existentes.Esta reclassificacdo também resultou na transferéncia
destes organismos a partir da familia Rickettsiaceae a familia Bartonellaceae, e
removeu a familia Bartonellaceae da ordem Rickettsiales. Em 1995, Birtles e
colaboradores propuseram a unificagdo do género Grahamella com o género

Bartonella, o que resultou na adicdo de cinco novas espécies ao género. Como
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efeito, estas reclassificagdes eliminaram os géneros Rochalimaea e Grahamella (84-
86).

Desde o inicio da década de 1990, o numero de espécies e subespécies de
Bartonella, identificadas a partir de uma ampla variedade de mamiferos, tem
aumentado consideravelmente. Atualmente, sdo relatadas na literatura mais de 30
espécies de Bartonella, das quais, 15 sao conhecidas ou suspeitas de ser
patogénica ao homem (Quadro1.1) (87-89). Considerando que B. bacilliformis causa
doenga humana restritamente na regido andina, informagdes referentes a este

agente ndo serao apresentadas nos topicos seguintes.
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Quadro 1.1 - Espécies de Bartonella spp

humana.

Bartonella spp.

b @ T 0t ® T T

. alsatica

. australis

. bacilliformis™

. birtlesii

. bovis (B. weissii)

. capreoli

. chomelii

. clarridgeiae

coopersplainsensis
B.

B.
B.

[uy)

T T T @ T T T ™ T T W W

T T T T ™ T @

doshiae
elizabethae

grahamii

. henselae

. koehlerae

. peromysci

. phoceensis

. queenslandensis

. quintana

. rattimassiliensis

. rattiaustraliensis

. rochalimae

. schoenbuchensis

. talpae

. tamiae

. taylorii

. tribocorum

B.
arupensis

B. vinsonii subsp.
berkhoffii

B. vinsonii subsp.
vinsonii

vinsonii subsp.

. washoensis

. mayotimonensis

. melophagi

. ancashi

. merieuxii

. antechini

. thailandensis

*Agente bacteriano restrito a regido andina, sem distribuicdo mundial. /Fonte: Adaptacdo de Angelakis & Raoult,

2014 (89)

Reservatoério/Vetor

Coelho/ desconhecido

Humanos/ Flebotomineos
Roedores
Bovinos
Ruminantes
Isolado pela primeira vez em bovinos

Gatos/ Pulgas de gatos
Primeira descricdo em roedores

Roedores
Roedores

Roedores e insetivoros
Gatos/ Pulgas de gatos

Gatos/desconhecido

Roedores

Primeira descricdo em roedores
silvestres

Primeira descricdo em roedores
silvestres

Humano/ Piolho humano

Primeira descricdo em roedores
silvestres

Primeira descricdo em roedores
silvestres

Canideos/pulgas
Ruminantes/desconhecido
Toupeira
Primeira descricdo em humanos

Roedores

Primeira descricdo em roedores
silvestres

Céao, roedor / carrapatos
Céol carrapatos

Roedores / acaro

Roedores/ pulgas
Primeira descricdo em humanos
Ovelhas
Primeira descricdo em humanos

Primeira descrigdo em canideos

Primeira descrigcdo em pulgas e
carrapatos

Primeira descricdo em roedores

Linfadenopatia, endocardite, angiomatose bacilar,
peliose bacilar, neuroretinite, osteomielite, artropatia,
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. descritas e sua relagdo com doenca

Doenga Humana

Endocardite, linfadenopatia
Sem descrigao
Febre de Oroya e Verruga Peruana
Sem descrigao
Sem descrigao
Sem descrigado
Sem descrigao

Linfadenopatia
Sem descrigao

Sem descrigado
Endocardite, neuroretinite

Neuroretinite

bacteriemia com febre
Endocardite, linfadenite

Sem descrigao

Sem descrigado

Sem descrigao

Febre das trincheiras, endocardite, angiomatose

bacilar, linfadenite
Sem descrigao
Sem descrigado

Bacteremia, febre, esplenomegalia
Sem descrigao
Sem descrigao
Doenga febril

Sem descrigado

Sem descrigao
Bacteremia, febre, endocardite
Endocardite

Endocardite, bacteremia
Miocardite, meningite
Endocardite
Bacteremia
Verruga peruana
Sem descrigédo
Sem descrigao

Sem descrigao



1.4.1 Caracteristicas — Bartonella spp.

Os membros do género Bartonella séo bastonetes, pleomdrficos curtos Gram-
negativos. Sdo organismos exigentes, aerobios, e oxidase-negativos, que pertencem
ao subgrupo a-2 da classe Proteobacteria. Eles s&o principalmente hemotrépicos,
bactérias intraeritrocitarias. O isolamento dos organismos € normalmente obtido
através da cultura bacteriolégica de sangue apos a lise parcial dos eritrocitos. Em
cultura, as bartonelas requerem meios axénicos especificos enriquecido com sangue

de cavalo ou coelho (90).

1.4.2 Transmissao

As bartonelas podem ser encontradas infectando varios hospedeiros
vertebrados, como coelhos, raposas, bovinos e, em especial, roedores, gatos e caes
(80).

Essas bactérias possuem um ciclo natural de infeccdo crébnica em um
hospedeiro-reservatério e um padrao de transmissido bacteriana sustentado por um
vetor definido e evolutivamente bem adaptado (72). Devido a capacidade das
bartonelas de infectar eritrocitos de um numero diverso de hospedeiros mamiferos,
existe uma grande possibilidade de aquisicdo destas bactérias transmitidas pelo
sangue por uma variedade de vetores artropodes. Na literatura, flebotomineos,
piolhos do corpo humano e pulgas tém sido implicados na transmissado de
bartonelas. Apesar de ndo haver evidéncias definitivas da sua competéncia vetorial,
pesquisas moleculares de populagbes de carrapatos sugerem que estes artrépodes
também podem ser considerados como potenciais vetores de bartonela (91).

Tem sido sugerida a existéncia de uma associagcdo especifica entre uma
espécie de Bartonella e um unico hospedeiro mamifero. Essa ideia é apoiada pelo
fato que, para ser um reservatorio competente, os animais devem ser susceptiveis a
bactéria de forma que permita o desenvolvimento de uma infecgédo crbnica (92).

A transmissao de bartonelas ao homem ocorre por vetores artropodes ou por

inoculagao apds contato traumatico ou ndo, com animais infectados (93).

1.4.3 Situagao Epidemiolégica das Bartoneloses

No Brasil, somente no ano de 2014 a bartonelose passou a ser doenca de
notificacdo  obrigatdria. Embora  existam poucos relatos, estudos
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soroepidemiolégicos e moleculares em humanos e animais tém demonstrado a
circulagao das bartonelas em nosso territério. Assim, em 2005, em um estudo com
437 adultos saudaveis residentes no estado de Minas Gerais, os autores mostraram
uma soroprevaléncia de 13,7% e 12,8% para B. henselae e B. quintana,
respectivamente (64). Em Campinas, Sao Paulo, foi investigado a prevaléncia de
Bartonella spp. em 500 doadores de sangue e como resultado, o DNA de Bartonella
foi encontrado em amostras de 3,2% da populacdo de estudo, com 15 doadores
infectados com B. henselae e um doador infectado com B. clarridgeiae. Além disso,
anticorpos anti- B. quintana foram encontrados em 32% do total de amostras (94).

No Rio de Janeiro, na regido de Jacarepagua, Lamas e colaboradores
encontraram uma soroprevaléncia para Bartonella spp. de 38,4% em individuos HIV
positivos e de 34% no grupo controle formado por amostras do banco de doadores
de sangue. Ainda neste estudo, foi demonstrado que a infec¢cdo humana estava
associada com a criagado de gatos; 35,7% dos gatos pertencentes aos individuos
HIV positivos apresentaram anticorpos anti-Bartonella (95).

Com relacdo aos animais, no estado do Rio de Janeiro, Crissiuma e
colaboradores identificaram, além de uma prevaléncia sorolégica de 47,5% —
anticorpos anti-Bartonella da classe IgG — a presenga do genoma em 42,5% dos
felinos domésticos incluidos no estudo (96). Ainda no Rio de Janeiro, Rozental
detectou por ferramentas moleculares a presenca do DNA de Bartonella spp. em
dois exemplares de roedores silvestres coletados no municipio de Pirai (48). Em
outro estudo, realizado no estado do Rio Grande do Sul, os autores encontraram
17,2% dos gatos PCR-positivos para Bartonella (97). Em Sao Paulo, o DNA de B.
henselae e B. vinsonii subsp. berkhoffii foi encontrado co-infectando um cachorro em
Sao Paulo (98). Mais recentemente, em um estudo de soroprevaléncia realizado em
zoolégicos nos estados de S&o Paulo e de Mato Grosso do Sul demonstrou que11%
dos canideos silvestres tinham anticorpos anti- Bartonella spp. (99). Ainda no Mato
Grosso do Sul, uma pesquisa com 42 roedores silvestres detectou DNA de
Bartonella spp. em 42,9% deles (100).

1.4.4 Aspectos Clinicos

Bartonella henselae, B. quintana e B. baciliformis sao responsaveis pela
maioria das infeccbées humanas. A infeccdo por Bartonella spp. pode se apresentar
de forma aguda ou crénica, com proliferagao vascular ou supurativa. A gravidade
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das manifestagdes clinicas esta relacionada com o estado imunoldgico do paciente
(89). Bartonella quintana é o agente da febre das trincheiras, que é caracterizada por
um inicio subito de febre associada com cefaleia e tonturas que dura 1-3 dias, apos
um periodo de incubagdo de 2-3 semanas. A doenga pode persistir durante 4-6
semanas e recaidas podem ocorrer anos mais tarde e, em alguns casos, pode existir
bacteremia sem sinais clinicos (89, 101).

A doenga da arranhadura do gato (DAG) tem sido associada a espécie B.
henselae e, mais recentemente, B. clarridgeiae (102). A doenga comeg¢a com uma
papula eritematosa no local da inoculacdo que aparece 3 a 10 dias apds a
inoculagao, seguido por uma linfadenopatia regional 1 a 3 semanas depois, podendo
durar até varios meses. Complicagdes como erupgdes cutaneas,
hepatoesplenomegalia, lesbes Osseas e linfadenite profunda pode ocorrer em 5%
dos pacientes, mais frequentemente em criangas. Neuroretinite tem sido
considerada a manifestagdo intraocular mais caracteristica da DAG, geralmente
caracterizada por edema unilateral do disco Optico associado a uma estrela macular
parcial ou completa, que pode levar os pacientes a apresentarem leve a grave perda
visual unilateral ou bilateral. Em hospedeiros imunocompetentes, normalmente nao
ha bacteremia (83, 101, 103).

A bacteremia causada por Bartonella spp. pode causar endocardite,
principalmente em pessoas com anormalidades pré-existentes nas valvulas
cardiacas. Os agentes mais comuns identificados causando endocardite sdo B.
quintana e B. henselae. No entanto, casos esporadicos também tém sido associados
com B. koehlerae, B. vinsonii subsp. berkhoffii, B. vinsonii subsp. arupensis, B.
elizabethae e B. alsatica (89). Candidatus Bartonella mayotimonensis foi
recentemente identificada na valvula adrtica de um paciente com endocardite
infecciosa nos EUA (104).

Em pacientes imunodeprimidos, B. quintana e B. henselae estao relacionados
com a angiomatose bacilar, que é uma lesédo proliferativa vascular rara que pode
afetar a pele, ossos e cérebro. Na pele, a lesdo é caracterizada por multiplos,

ndédulos cisticos, se assemelhando ao sarcoma de Kaposi (103).

1.4.5 Diagnéstico

Os testes soroldgicos continuam sendo uma importante ferramenta para o
diagndstico das bartoneloses. O teste de IFI € o padrao-ouro para o diagndstico de
19



infeccdo presente ou passada. Entretanto, a sorologia para Bartonella € limitada
pelas reagdes cruzadas com diferentes espécies, e também diferentes géneros,
como Coxiella e Chlamydia (19). Assim, a interpretacdo do resultado sorolégico
precisa ser cuidadosa e com base, preferencialmente, em soroconversao, utilizando
amostras de sangue pareadas.

A utilizacdo da PCR melhorou substancialmente a taxa de sucesso na
deteccao de Bartonella spp. A identificacdo molecular a partir de sequéncias génicas
especificas para as bartonelas é utilizada para detectar a infeccido em tecidos ou no
sangue (87).

Além das técnicas sorologicas e moleculares, o diagnéstico das infecgdes por
Bartonella também pode ser confirmado por meio de exames histopatologicos dos
linfonodos ou bidpsia do tecido da pele, figado, ou érgaos afetados e de isolamento
da bactéria (7, 19).

1.5 Ehrlichioses e Anaplasmoses

As infecgdes animais causadas por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. séo
conhecidas desde o inicio do século 20. Apesar dos casos compativeis com
anaplasmose em animais parasitados por carrapatos ocorrerem desde 1780 na
Europa, a sua etiologia so6 foi conhecida 150 anos mais tarde, quando uma pequena
bactéria, atualmente conhecida como Anaplasma phagocytophilum, exibindo
tropismo para granulécitos, foi detectada em ovelhas infectadas(105, 106).

Quanto a espécie Ehrlichia, ela foi descrita pela primeira vez em caes por
Donatien e Letosquard em 1935 na Argélia. Entretanto, os esforgos de investigagao
voltados para a bactéria comegaram em 1968, quando Ehrlichia canis foi identificada
como a causa de uma doenca fatal em centenas de céaes utilizados para trabalhos
militares no Vietna (107, 108).

No entanto, o real interesse no estudo dos membros desta familia surgiu apos
a descoberta de espécies patogénicas para a populagdo humana (109-111).
Atualmente sabe-se que os géneros Ehrlichia e Anaplasma abrangem varias
espécies que reconhecidamente causam doenca humana e animal. Dentre elas
estdo: Anaplasma marginale, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, E. canis e Ehrlichia ruminantium (Quadro1.2) (112,

113).
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Quadro 1.2 - Espécies de Ehrlichia e Anaplasma causadores de doengas humanas

e veterinarias.

Doenga humana e

Género . Células alvo Vetor Reservatorio
animal
1-  Ehrlichia
Ehrlichia chaffeensis Efrlichiose monocitica Monogtos / Amblyomma Cervideos
humana (HME) macréfagos
Ehrlichia canis Ehrlichiosecanina, HME Monogtos / Rhipicephalus Canideos
macréfagos
Ehrlichiosegranulocitica Amblvomma
Ehrlichia ewingii humana Neutréfilos y Canideos e Cervideos
(HGE) Dermacentor
Ehrlichiosemonocitica L Carrapatos (Ixodes
- . . . Mondcitos /
Ehrlichia muris Murino, possivelmente Macrfaqos persulcatus, Roedores
HME 9 Haemaphysalis flava)
Ehrlichia ruminantium Pericardite em gado monogtos / Amblyomma Bovinos, ovinos e caprinos
macréfagos
2-  Anaplasma
Anp inel Anabl bovi o Boophilus microplus, Bovinos e Ruminantes
naplasma marginale naplasmose bovina eritrécitos Dermacentor andersoni selvagens
e Dermacentor variabilis
Anaplasma Anaplasmose - . Roedores, equinos,
. o Neutréfilos Ixodideos . . .
phagocytophilum granulocitica humana canideos, felideos, ovinos,
(HGA) bovinos e Cervideos

Fonte: Adaptacao de Ismail et al., 2010 (112)

1.5.1 Caracteristicas Gerais — Ehrlichia spp. | Anaplasma spp.

Ambos os géneros sado constituidos por organismos pequenos, pleomoérficos,

Gram-negativos, obrigatoriamente intracelulares, pertencentes a familia
Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Anaplasma e Ehrlichia infectam tipos
especificos de células hospedeiras, tais como neutrofilos, mondcitos e macréfagos,
plaquetas, eritrocitos ou células endoteliais das veias, dependendo da espécie. As
bactérias da familia Anaplasmataceae se desenvolvem dentro de vacuolos
intracitoplasmaticos das células hospedeiras. No interior destas células, um unico
microrganismo, denominado corpo elementar, se replica, dando origem a um
grupamento de organismos no interior do citoplasma, semelhante a uma amora, pelo

qual é reconhecido como moérula (7, 113, 114).

1.5.2 Transmissao

Um elemento essencial no ciclo de vida destas bactérias € desempenhado

por vetores, que contribuem para a circulagao bacteriana no ambiente. Os principais
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vetores para Anaplasma e Ehrlichia sdo carrapatos, especialmente os géneros
Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus e Amblyomma (105).

As bactérias sdo mantidas em carrapato por via transestadial, mas nao ha
transmissao transovariana, e assim, os carrapatos na fase larval emergentes nao
sao infecciosos. Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. sdo capazes de causar uma
infeccdo persistente no hospedeiro vertebrado, o que permite que eles sejam
reservatorios da infecgdo. A gama de potenciais hospedeiros vertebrados de
espécies pertencentes a estes dois géneros nao esta completamente definida devido
a falta de sinais clinicos em muitos hospedeiros reservatérios. Mamiferos como
caes, ruminantes domésticos e selvagens, especialmente os cervideos, s&o
considerados os principais hospedeiros amplificadores para estas bactérias, mas
pequenos mamiferos, como roedores também podem atuar como amplificadores

para algumas espécies (111, 114).

1.5.3 Situagao Epidemiolégica das Ehrlichioses

No Brasil, estudos soroldgicos e moleculares tém avaliado a ocorréncia de
especies de Ehrlichia em caes, gatos, animais selvagens e seres humanos (108).

A ehrlichiose monocitica canina causada pela E. canis € a doenga mais
amplamente relatada no Brasil. Caes, infestados por carrapatos, oriundos de uma
regidao semi-arida do estado da Paraiba, nordeste do Brasil apresentaram 34% e
25% de positividade para E. canis pelo teste de IFl e PCR, respectivamente (115).
Além disso, o DNA de E. canis foi detectado em amostras de sangue de cées de
seus carrapatos da espécie R. sanguineus no Rio Grande do Norte (116), e também
em cé&es no Rio de Janeiro (117).

Anaplasma phagocytophilum foi detectada em caes e carrapatos utilizando a
técnica de PCR em tempo real em 6,03% das amostras de caes de Seropédica, no
Rio de Janeiro. Neste mesmo estudo, o DNA da mesma bactéria também foi
detectado em carrapatos do género Amblyomma e Rhipicephalus(118). Anaplasma
phagocytophilum também foi observado em aves selvagens, e estudos de
soroprevaléncia encontraram evidéncias do contato deste agente com pequenos
ruminantes no estado de Pernambuco (119, 120).

Em 2009, foi reportada pela primeira vez, através de métodos de biologia
molecular, a infecgao por E. ewingii em caes de Vigosa, Minas Gerais (121).
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Em relagdo a infecgdo na populagdo humana, apesar do agente etioldgico
ainda ndo ter sido identificado causando doenca humana no Brasil, estudos
mostraram evidéncia sorolégica de ehrlichiose humana no estado de Minas Gerais.
Ainda no Brasil, em um estudo realizado em 2001, foram identificados dois casos
suspeitos de HME, e em outro realizado no periodo de 2001 a 2005, os autores
detectaram a presenca de anticorpos anti-E chaffeensis em mais de cinquenta

pacientes em Minas Gerais (64, 122, 123).

1.5.4 Aspectos Clinicos

Cinco membros da familia Anaplasmataceae sao conhecidos por causar
doenga humana, principalmente as espécies E. chaffeensis, A. phagocytophilum e E.
ewingii. Leucdcitos circulantes sdo os seus alvos, e as doengas correspondentes
sdo frequentemente denominadas de acordo com o leucécito infectado juntamente
com o género da bactéria. Assim, por exemplo, E. chaffeensis, que infecta os
mondcitos, causa a ehrliquiose monocitica humana (HME), e A. phagocytophilum,
que infecta granuldcitos, causa a anaplasmose granulocitica humana (HGA). E.
ewingii, como A. phagocytophilum, causa também a ehrlichiose granulocitica
humana (HGE) (124, 125).

Ehrlichioses e anaplasmoses tém manifestagbes clinicas semelhantes,
especialmente nas fases iniciais, incluindo febre, cefaleia, mialgias e mal-estar,
trombocitopenia e leucopenia, além de niveis séricos elevados de enzimas
hepaticas. No entanto, existem algumas diferencas entre as manifestagdes clinicas e
a gravidade das doengas (7, 125). Os pacientes com HME ou HGE podem
desenvolver uma sindrome semelhante ao choque toxico ou séptico fulminante,
além de envolvimento do sistema nervoso central (meningite ou meningoencefalite),
particularmente individuos com imunossupressdo. Menos complicagdes surgem em
pacientes imunocomprometidos infectados com E. ewingii quando comparados com
os infectados com E. chaffeensis. Em contraste, neuropatias periféricas, sdo mais
comuns em pacientes com HGA e podem persistir por semanas ou meses (125,
126).

1.5.5 Diagnéstico

O diagnostico das ehrlichioses e anaplasmoses pode ser confirmado através

de varios métodos de laboratério. Estes testes incluem a deteccdo soroldégica de
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anticorpos especificos, a visualizagdo de moérulas no sangue periférico ou leucdcitos
através de exames microscopicos, a detec¢cdo de DNA por PCR durante a infeccao
aguda, deteccdo direta das bactérias em amostras de tecidos pelo método de
imunohistoquimica, e o isolamento de bactérias (112, 114).

O IFI é o teste padrao-ouro utilizado na deteccdo destas bactérias, porém,
apesar da eficacia do diagnodstico, reagdes cruzadas com outros agravos podem
causar resultados falso-positivos, incluindo febre maculosa, tifo, febre Q, brucelose,

doenca de Lyme, virus de Epstein-Barr e doengas auto-imunes (126).

1.6 Rickettsia lato sensu e Quirdpteros

1.6.1 Rickettsia spp.

O papel dos morcegos como portadores de Rickettsia spp. € desconhecido,
considerando que existem poucas informagdes sobre a associagao destas bactérias
com os quirépteros nao somente no Brasil mas também em outras partes do mundo.

Na literatura estrangeira, em um estudo realizado na Geodrgia, os autores
investigaram a presenca de infecgdo natural por rickettsias em amostras de soro de
56 quirdpteros da espécie Eptesicus fuscus (Vespertilionidae) e somente um (1,8%)
morcego foi reativo com titulo de 1:256 para R. conorii e R. rickettsii (127). Um
segundo estudo, realizado na Argentina, em 2011, amostras de bacgo, figado, e
pulméo de 30 morcegos da espécie Tadarida brasiliensis (Molossidae) capturados
de areas urbanas de Buenos Aires foram submetidos a analise molecular, visando a
detecgdo do DNA de Rickettsia spp., mas todas as amostras foram negativas (128).

Quanto ao Brasil, € pertinente registrar que, Octavio Magalhdes em sua
monografia sobre febre maculosa, datada de 1952, ja fazia referéncia aos
quirépteros, mais especificamente, as trés espécies de morcegos que foram por ele
consideradas depositarias de rickettsias: (i) Histiotus velatus, (ii) Carollia
perspicillata- reportado como Hemiderma perspicillatum — e (iii) Desmodus rotundus
(24). Estudos experimentais visando testar a susceptibilidade dos morcegos das
especies Histiotus velatus, Hemiderma perspicillatum e Desmodus rotundus as
rickettsias, inoculando-os com suspensdes do sistema nervoso central (SNC) de
cobaias infectadas, foram previamente realizados por Magalhdes e Rocha em 1943
e os autores observaram que uma cepa de R. rickettsii foi patogénica para os
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morcegos H. velatus e H. perspicillatum, causando lesdes e levando-os a morte, com
excecao de D. rotundus que, embora tivesse apresentado lesdes, ndo morreu. Em
uma segunda etapa do estudo, novas cobaias foram inoculadas com suspensdes do
SNC das trés espécies de morcegos infectados e das glandulas salivares do
morcego da espécie D. roftundus. Como resultado, as cobaias inoculadas
apresentaram lesdes e foram subsequentemente submetidas a eutanasia. As
cobaias inoculadas com a suspensdo das glandulas salivares desenvolveram
esplenomegalia, mas as tentativas de passagem da infecg¢ao falhou (129).

Apos um siléncio de mais de 70 anos, mais recentemente, um inquérito
soroldgico foi realizado em quirdpteros capturados entre 2006 e 2008 na cidade de
Sao Paulo visando pesquisar a infeccdo por Rickettsia spp. As 451 amostras foram
testadas por IFI utilizando antigenos derivados de espécies do grupo da febre
maculosa e do grupo ancestral. De 20 espécies de morcegos divididas em trés
familias diferentes (Molossidae, Vespertilionidae, e Phyllostomidae), 46 animais
mostraram-se reativos a, pelo menos, um antigeno de rickettsias do grupo da febre
maculosa, com titulos que variavam de 64 a 256. Nenhuma amostra foi reativa para
rickettsia do grupo ancestral. Este resultado sugere que estes animais tiveram
contato com RGFM e que podem estar infectados por estas bactérias (15).

Ndo somente sdo poucos os estudos sobre rickettsias em quirdpteros como
também é pouco discutido o possivel papel de carrapatos moles (argasideos) como
vetores de Rickettsia spp. para morcegos, € 0S riscos que eles representam para a
saude publica. Assim, € importante registrar que em lowa, EUA, dos 31 carrapatos
argasideos da espécie Carios kelleyi que foram coletados em area residencial e
testados para presenca de DNA de Rickettsia spp., 28 (90,3%) foram PCR-positivos
e destes, 27 demonstraram pertencer ao grupo da febre maculosa. O DNA de
rickettsia foi detectado em ninfas, adultos fémeas e machos, além de trés carrapatos
que mudaram de fase evolutiva no laboratorio. Este ultimo dado associado com a
observacao de que o DNA foi também detectado em cinco lotes de ovos postos por
carrapatos no laboratério sugerem que o agente seja mantido tanto pela via
transestadial quanto pela via transovariana em carrapatos C. kelleyi (10).

Seguido a este estudo, em 2006, uma analise experimental, utilizando as
larvas provenientes de ovos postos pelos carrapatos do estudo de Loftis e
colaboradores (2005), visou analisar se estas bactérias poderiam ser transmitidas

pelo carrapato através da alimentagdo em cobaias. Os resultados obtidos mostraram

25



que as cobaias desenvolveram um titulo pico de 1:32 contra R. rickettsii e nenhum
DNA de Rickettsia foi detectado nos tecidos estudados (127).

Em 2010, carrapatos da espécie Argas vespertilionis, um carrapato associado
com morcegos na Europa, Africa e Asia e que tem sido relatado parasitando seres
humanos, foram coletados no interior de uma residéncia infestada de morcegos na
Franca. Cinco carrapatos foram testados utilizando ferramentas moleculares para
deteccdo de RGFM e como resultado, Rickettsia foi detectada em trés destes
carrapatos. A analise das sequéncias génicas geradas demonstrou que Rickefttsia
sp. identificada era muito proxima a R. africae, podendo se tratar de uma nova

subespécie (14).

1.6.2 Coxiella burnetii

S&o raros os estudos sobre a presenga de C. burnetii em quiropteros (13, 14,
130-132). Em Caiena, na Guiana Francesa, Gardon e colaboradores, visando
determinar os fatores de risco associados a infeccdo por C. burnetii e identificar os
seus possiveis reservatorios, analisaram amostras de animais domésticos (ovinos,
caprinos, suinos, gatos e caes), e silvestres (roedores, marsupiais, aves, anfibios e
morcegos) em localidades préoximas a regides onde casos humanos de febre Q
ocorreram. Todas as amostras de sangue e visceras dos animais silvestres foram
submetidas, respectivamente, a testes sorolégicos e testes moleculares. De 875
amostras, 86 pertenciam a morcegos. Somente 1,7% dos bovinos e 12,3% dos caes
apresentaram anticorpos para C. burnetii, nenhum quirdéptero apresentou
sororeatividade. Além disso, o DNA de C. burnetii nao foi detectado em nenhuma
das visceras dos morcegos (130).

Seguido a este estudo, em 2013, apdés um surto de febre Q em uma area
residencial em Caiena, amostras de swab vaginal foram coletadas de animais que
viviam na regiao, incluindo cabras, ovelhas, morcegos e gambas, além de swab
contendo material da cloaca de passaros, iguanas e lagartixas. Todas as amostras
foram negativas para C. burnetii por metodologia de detecgdo molecular. Além disso,
ruminantes mantidos perto da area do surto também foram negativos quando
submetidos a sorologia para o agente. Em continuidade ao inquérito, em 2014, na
regiao do surto, uma preguiga (Bradypus tridactylus) morta acidentalmente foi
encontrada na estrada préoxima da residéncia de um dos pacientes com febre Q.
Amostras de fezes, visceras e carrapatos foram coletadas e o DNA foi extraido e
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submetido a PCR. As amostras de fezes, bagco e 14 dos 16 (88%) carrapatos foram
PCR—positivos para C. burnetii. Todas as sequéncias obtidas, apds analise, foram
idénticas ao gendtipo de C. burnetii que circulava em Caiena. O relato de contato de
pacientes com as preguicas e presenca destes carrapatos na pele dos animais,
sugere que as picadas de carrapatos ou aerossoéis de fezes de carrapatos e das
preguicas possam ser a fonte de transmissao da bactéria neste evento (131). Além
disso, um estudo realizado no ano de 2014 na Franga comparou as manifestacbes
clinicas e resposta imune entre os pacientes com Febre Q de Caiena, na Guiana
Francesa, e pacientes da Franga metropolitana. Neste estudo foi possivel concluir
que a Febre Q em Caiena apresentava uma forma grave de pneumonia aguda e
uma resposta sorolégica mais forte do que a observada em pacientes da Franga
metropolitana, sugerindo exposi¢cao a um numero elevado de inéculos bacterianos e/
ou a circulagdo de uma estirpe especifica de C. burnetii na regido (133). A partir
destes estudos é possivel concluir que a epidemiologia da febre Q pode se
apresentar com muitas vertentes além de ser muito mais complexa do que o
esperado e que nem sempre existe uma ligagao clara dos casos de febre Q com as
fontes classicas de contaminagéao por C. burnetii, os ruminantes domésticos.

Em Queensland, Australia, em 2014, buscando investigar o potencial de
exposicao dos seres humanos a C. burnetii, amostras provenientes de uma grande
diversidade de animais domésticos e silvestres nativos, dentre eles, morcegos do
género Pteropus foram submetidas a testes moleculares. O DNA foi obtido a partir
de 90 pools de urina coletadas em colbnias de morcegos e como resultado, os
autores identificaram 7/90 (7,8%) pools positivos para C. burnetii. Curiosamente,
também foi encontrada uma alta incidéncia (11,6%) de DNA de C. burnetii em
amostras de sangue de cavalos coletadas nas regides correspondentes as areas
onde os pools dos morcegos foram positivos (13). A presenca de C. burnetii nestas
amostras de urina € um indicativo do papel potencial destes animais enquanto fonte
de infeccdo para os seres humanos e outras espécies animais, principalmente se
considerarmos que uma das principais caracteristicas de C. burnetii € a formagao de
esporos e consequente contaminagcao por exposi¢cao a aerossois.

O papel dos carrapatos relacionados aos morcegos como
vetores/reservatorios para C. burnetii também é desconhecido. Em 1966, Zhmaevae
colaboradores detectaram C. burnetii em carrapatos Argas vespertilionis coletados

no sul do Cazaquistdo (14, 132). Em contraponto, na Franga, Socolovschi e
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colaboradores também avaliaram o papel destes argasideos buscando o DNA de C.

burnetii e nenhum dos cinco carrapatos testados foi positivo (14).

1.6.3 Bartonella spp.

O aumento no reconhecimento de morcegos como reservatorios naturais de
muitos patdégenos emergentes tem atraido atengdes para o estudo destes
mamiferos. Varias pesquisas recentes tém relatado morcegos com infecgéo por
Bartonella em diferentes partes do mundo (11, 12, 134-142).

Concannon e colaboradores, utilizando como ferramenta a identificagao
molecular do gene gltA, encontraram 8% (5/60) das amostras de sangue coletadas
positivas para Bartonella spp. demonstrando que o0s morcegos podem estar
infectados com Bartonella na Inglaterra. Os cinco morcegos positivos pertenciam a
quatro espécies diferentes e a analise das sequéncias génicas das bartonelas
encontradas comprovou a semelhancga elas, resultando num agrupamento em um
ramo distinto quando comparado com outras sequéncias do gene gltA de Bartonella
depositadas no GenBank (134).

Prevaléncias mais altas de Bartonella spp. em morcegos foram relatadas em
outros paises. No Quénia, entre espécies de morcegos frugivoros e insetivoros,
30,2% foram Bartonella positivos por amplificagdo e sequenciamento do gene gltA
(12), enquanto na Guatemala, 33% dos morcegos pesquisados no ano de 2009
foram PCR- positivos para Bartonella spp. (136). Em Taiwan entre os anos de 2009-
2010, de um total de 54 morcegos coletados, seis (11%) da espécie Miniopterus
schreibersii foram PCR positivos para Bartonella spp. (142). Bai e colaboradores
testaram 112 morcegos de 19 espécies para infecgdo por Bartonella na Amazonia
Peruana. Neste estudo, o DNA de Bartonella foi encontrado em 24,1% dos
morcegos. A analise filogenética do gene glfA demonstrou algumas variantes
idénticas as anteriormente descritas na Guatemala por Bai e colaboradores em 2011
(11).

No estudo desenvolvido na Nigéria, onde morcegos sio utilizados como
alimento e para fins de rituais culturais, a prevaléncia de animais infectados foi
maior, considerando que o DNA de Bartonella spp. foi detectado em 76 de 148
amostras (51,4%) de sangue dos morcegos (141).

Embora n&o haja evidéncia sugerindo que as espécies de Bartonella
associadas com morcegos possam causar doengas nos seres humanos, em 2012,
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na Finlandia, um estudo isolou e identificou, por PCR, cepas de Bartonella no
morcego insetivoro Myotis daubentonii, cepas estas semelhantes a cepa de
Candidatus Bartonella mayotimonensis detectada em tecido de valvula adrtica de um
paciente com endocardite nos Estados Unidos (EUA) (104, 135). Apds este evento,
um inquérito feito na regido com a mesma espécie de morcego revelou uma
prevaléncia de 37%, apontando esta espécie como um possivel reservatério de
Bartonella spp. na Finlandia (137). Prevaléncias semelhantes foram encontradas na
Costa Rica, onde o DNA de Bartonella foi detectado em 33,3% das amostras
testadas (139).

No Vietna, em 2013, 35% das amostras de morcegos foram positivas para
presenca do DNA de Bartonella spp. Neste ultimo estudo foi observado que a
prevaléncia da infecgdo por Bartonella foi maior em morcegos insetivoros ou
carnivoros, em comparagao com os morcegos frugivoros (138).

Em Porto Rico, das 51 amostras de morcegos testadas, 18% foram PCR
positivas para Bartonella spp. (140).

Uma caracteristica comum a todos os estudos citados anteriormente é que
quando feita analise filogenética das bartonelas encontradas nos morcegos, estes
isolados formaram um ramo independente, longe de outras cepas atualmente
conhecidas de Bartonella (11, 12, 135-137, 139-142).

As espécies descritas na literatura de Barfonella spp. dependem de um
hospedeiro mamifero e artropodes vetores para manutencdo do ciclo. Tem-se
especulado que os morcegos e seus ectoparasitas poderiam desempenhar estas
funcdes. Carrapatos da familia Argasidae e outros ectoparasitas comumente
encontrados em morcegos ou em seu habitat foram encontrados infectados com
Bartonella spp. Neste contexto, em lowa, EUA, Carios kelleyi,foi PCR positiva para
Bartonella, e a sequéncia amplificada foi 100% homdloga a espécie B. henselae(10).

Em relagao a outros insetos hematéfagos que parasitam morcegos, Bartonella
spp. foi identificada nas familias de dipteros Nycteribiidae e Streblidae, em estudos
na Nigéria (29,2%), em Gana (66,4%) e em Costa Rica (52,7%). Nos EUA,
Bartonella spp. foi identificada em uma unica amostra de Trichobius major (Diptera:
Streblidae) e Cimex adjunctus (Hemiptera: Cimicidae). Ainda nos EUA, o DNA da
bactéria foi detectado em uma pulga da espécie Sternopsylla texanus coletada de
um morcego da familia Molossidae (139, 141, 143-145).
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Em 2012, uma andlise filogenética analisou a relagdo evolutiva entre as
bartonelas encontradas em dipteros parasitas de morcegos e as bartonelas
encontradas em morcegos depositadas no GenBank. As analises génicas
apontaram para uma associagao entre estas bartonelas com os ectoparasitas e seus
hospedeiros, apoiando a ideia que estas moscas potencialmente possam atuar
como vetores para as bartonelas. Além disso, no mesmo estudo foram encontrados
dipteros fémeas e suas pupas infectados com Bartonella spp., sugerindo
transmissao vertical da bactéria, uma vez que nesses dipteros o desenvolvimento
larval ocorre na camara genital da fémea que, por sua vez, deixa o hospedeiro para
depositar a pré-pupa nas paredes do abrigo (9).

Visto que membros da familia Cimicidae e Nycteribiidae sdo conhecidos por
serem vetores de protozoarios entre os morcegos e que familia Streblidae, mesmo
sem estar associada com transmissdo de agentes, apresenta o habito de se
alimentar repetidamente em varios morcegos, voando de um para o outro, em um
mesmo abrigo, ndo é possivel descartar a possibilidade destes vertebrados atuarem
como vetores mecanicos de patégenos, mantendo-os dentro de uma mesma coldnia
de morcegos (143). No entanto, é imprescindivel registrar que, nos estudos citados,
nao se pode afirmar se a presenca de Bartonella spp. nos artropodes possa ser
consequente ao DNA residual de uma refeicdo prévia ou se esta associada com
infeccao ativa. A competéncia vetorial destes artropodes nédo € conhecida,
reforcando que a relagdo das bartonelas com os morcegos e seus ectoparasitas
precisa ser melhor estudada.

No Brasil, até agora, n&o foram relatados estudos especificos sobre morcegos

associados as bartonelas.

1.6.4 Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

Membros da familia Anaplasmataceae foram pesquisados em morcegos na
cidade de Buenos Aires, Argentina. Trinta quiropteros da espécie Tadarida
brasiliensis foram submetidos a PCR. Apesar de trés morcegos terem sido positivos
para o gene 16S rRNA da familia Anaplasmataceae, todas as sequéncias
apresentaram 100% de identidade com uma espécie do género Neorickettsia.
Nenhuma amostra foi positiva para Ehrlichia spp. ou Anaplasma spp.(128).

No Brasil, vinte e trés amostras de sangue do morcego nectarivoro
Glossophaga soricina (Phyllostomidae) foram coletadas na localidade de Pirizal,
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Pantanal- Mato Grosso do Sul e testadas para a presenga de membros do género
Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia. Nenhuma amostra foi positiva apds os testes
moleculares (8).

Na Franca, cinco carrapatos coletados no sétdao de uma residéncia onde
havia relato de infestagdo por morcegos, foram testados por PCR para os genes 16S
rRNA e gltA especificas para Ehrlichia e Anaplasma. Os resultados foram positivos
para trés carrapatos. A analise filogenética das sequéncias geradas mostrou que
estes agentes encontrados pertencem ao género Ehrlichia no grupo E. canis,
embora distintos das outras espécies de Ehrlichia descritas. Neste estudo, um dos

carrapatos positivos para Ehrlichia estava co-infectado com Rickettsia spp.(14).
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2 JUSTIFICATIVA

Os morcegos tém chamado a atengdo da comunidade cientifica nos ultimos
tempos por serem hospedeiros importantes para doengas humanas emergentes.
Sao reconhecidos por albergarem e transmitirem diversos agentes infecciosos de
importancia para saude publica como o virus rabico, coronavirus, histoplasma, entre
outros. Nas ultimas décadas estudos tém apontado os quirdpteros também como
potenciais hospedeiros de proteobactérias pertencentes aos géneros Rickettsia,
Bartonella e a espécie C. burnetii com a participagao de diferentes espécies de
artropode vetor e de vertebrados amplificadores em ciclos zoondticos complexos nos
quais o0 homem pode ser incluido acidentalmente (10, 13, 14, 136, 143, 146).

Fonte potencial de muitas infecgdes zoonoéticas, os morcegos diferem de
outros reservatorios silvestres pela sua organizagéo social frequentemente gregaria,
sua capacidade de voar, sua expectativa de vida longa e por atuarem como
hospedeiros de ligagao, transmitindo o agente infeccioso, na maioria das vezes,
indiretamente aos seres humanos, caracteristicas que, associadas com o0 seu
crescente contato com o homem, aumentam os riscos de transmisséo de agentes
infecciosos (3-5).

Em vista do exposto e considerando que a ordem Chiroptera € um taxon de
mamifero com habitos diversificados e com caracteristicas que comprovadamente
garantem um papel importante na transmissdo de doengas humanas, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos que elucidem a possivel participacao dos
quirépteros na epidemiologia das doengas causadas por rickettsias no Brasil.

Assim, este estudo molecular pioneiro, com base nas evidéncias ja existentes
na literatura cientifica (11, 12, 15, 128, 135-137, 139-142) é justificado, ndo somente
pela proposta de se realizar um diagnéstico de situagdo em trés estados com
notificagcdo de casos de febre maculosa, febre Q e bartoneloses, mas também pela
possibilidade de se contribuir para a ampliagdo no conhecimento sobre um grupo de
animais pouco estudado, de tal forma que sirva de referéncia para estudos futuros
em outras areas do Brasil, onde o aumento do numero de morcegos tem sido

registrado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de infeccdo por Rickettsia spp., Coxiella burnetii,
Bartonella spp., Anaplasma e Ehrlichia spp. em morcegos capturados em diferentes

regides do Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

o Investigar a presenga do DNA de Rickettsia spp., Coxiella burnetii,
Bartonella spp., Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. em amostras de visceras de

morcegos, utilizando ferramentas moleculares;

o Caracterizar molecularmente as proteobactérias identificadas nestes
animais;
. Analisar as sequéncias obtidas nas amostras de animais,

comparando-as com as sequéncias homologas disponiveis no GenBank;
o Identificar taxonomicamente o0s ectoparasitas coletados dos

quirépteros.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo epidemioldgico descritivo seccional que visa verificar a

presenga de bactérias dos géneros Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Ehrlichia e

Anaplasma em morcegos capturados por amostragem de conveniéncia durante

expedigdes independentes em diferentes regides do Brasil com relato de

rickettsioses.

4.2 Consideracdes Eticas

O presente estudo esta inserido em dois projetos abaixo discriminados:

1)

2)

Projeto intitulado “Morcegos (Mammalia, Chiroptera) como indicadores de
integridade bidtica em uma area de tens&o antrépica no Macigo da Pedra
Branca” coordenado pelo Dr. Ricardo Moratelli Mendonga da Rocha, de
acordo com a licenga (N° 19037-1) concedida pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)/
Coordenacédo Geral de Fauna (CGFAU) e aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA)/FIOCRUZ, conforme protocolo N°
P.62/11-3 (LW-68/12). (Anexo 1)

Projeto intitulado “Rede Bio M.A. inventario: padrdes de diversidade
biogeografia e endemismos de espécies de mamiferos, aves, anfibios
drosodfilos e parasitas na Mata Atlantica”, coordenado pelo Dr. Rui
Cerqueira Silva da Universidade Federal do Rio de Janeiro, de acordo com
a licenga (N° 043/2014) concedida pela Fundagdo do Meio Ambiente —
FATMA, orgao gestor das Unidades de Conservacéo Estaduais do Estado
de Santa Catarina e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/FIOCRUZ, conforme protocolo N° P.42/12-1 (LW-81/12). (Anexo
2)
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4.3 Local do Estudo

Os animais foram capturados em trés regiées do Brasil (Figura 4.1):

1- Regidao Metropolitana do Rio de Janeiro, no bairro de Jacarepagua,
junto ao Macigo da Pedra Branca (22°56'22.9"S 43°24'12.2"W),

2- Municipio de Igrapiuna, Regiao Baixo Sul da Bahia, em uma regido que
se encontra inserida em uma Area de Protegdo Ambiental (APA) denominada APA
do Pratigi (13°50'43.3"S 39°16'17.0"W)

3- Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST), situado na regido
centro-leste do estado de Santa Catarina (27°44'30.8"S 48°48'26.7"W).

Todas as regides de captura englobam areas florestais formadas pelo bioma
Mata Atléntica. Apesar da regido do municipio fluminense incluida no estudo ser a
mais antropizada, por estar circundada por um grande centro urbano, as demais

areas estao associadas ao turismo ecoldgico.

As capturas, que ocorreram de forma intermitente entre dezembro de 2013 e
maio de 2015, foram realizadas em expedi¢des independentes, integradas aos
programas de estudo da biodiversidade, em colaboragdo com equipes do Campus
Fiocruz Mata Atlantica/RJ e da Rede PPBio Mata Atlantica.
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Figura 4.1 - Mapa representativo das trés regides de captura de quirdpteros. Macico
da Pedra Branca, Jacarepagua/RJ, Municipio de Igrapiuna — APA do Pratigi/BA e
Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST)/ SC.

(Mapa elaborado em colaboragdo com Alexandro Guterres — doutorando LHR)

4.4 Captura dos Animais e Metodologia de Campo
Para captura dos quirépteros, foram utilizadas redes de neblina abertas por

seis horas a cada noite, em bordas de mata ou em trilhas pré-existentes (Figura 4.2).

Uma vez capturados, os animais foram revistados em busca de ectoparasitas.
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Figura 4.2 - Captura de quirdpteros utilizando redes de neblina na localidade da
APA do Pratigi - BA

Os animais capturados foram processados em um laboratério de campo e as
amostras coletadas segundo normas estritas de biosseguranga, com toda a equipe
paramentada com equipamentos de nivel de biosseguranga 3 (filtros motorizados,
mascaras com pressdo positiva e demais acessoérios) que garantem a seguranga
dos membros da equipe contra agentes transmitidos por aerossais.

Na base laboratorial de campo, os animais foram anestesiados, seguindo os
procedimentos preconizados (147), para coleta dos dados biondmicos (peso
corporeo e medidas de corpo e cauda) e aos relacionados ao sexo e a atividade
reprodutiva. Todos os espécimes capturados foram submetidos a coleta de sangue,
por pungao cardiaca, com o uso de seringas de 1-3 ml de acordo com o tamanho do
animal. Apos a eutanasia, por exanguinagao (sangria total), amostras de érgéos e
visceras dos espécimes (rim, figado, bacgo, pulmao e coragdo) foram acondicionadas
em nitrogénio liquido para pesquisa de infecgdo bacteriana, através de diagnostico
molecular e sequenciamento do DNA bacteriano.

A identificacdo taxondmica foi feita baseada na morfologia € morfometria dos
animais capturados e realizada em colaboracdo com a equipe do campus Fiocruz
Mata Atlantica para os animais capturados na localidade do Rio de Janeiro e pela
equipe da Rede PPBio na localidade de Santa Catarina e Bahia.

Todos os animais coletados foram taxidermizados e seus esqueletos
preparados para serem depositados como material testemunho em colegdes

cientificas de universidades em cada regido de estudo.
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Ectoparasitas - carrapatos, pulgas, acaros e piolhos retirados dos animais
foram acondicionados em alcool 70% para posterior caracterizagdo taxonémica, a
partir da utilizagdo da chave para a fauna ixodolégica brasileira, com a colaboragao

do Dr. Jairo Dias Barreira do Departamento de Parasitologia/UNIRIO.

4.5 Metodologia Laboratorial

As amostras coletadas foram armazenadas no Laboratério de Hantaviroses e
Rickettsiose (LHR)/FIOCRUZ- RJ em freezer -80°C. Os procedimentos taxonémicos
dos quiropteros foram realizados em colaboragdo com os grupos Fiocruz Mata
Atlantica e PPBio Mata Atlantica, sob coordenacao de Dr. Ricardo Moratelli, Dr. Luiz
Flamarion e Dr. Rui Cerqueira.

A manipulagéo e processamento do material biolégico dos animais coletados
foram realizados em instalagdes de nivel de biosseguranga 3 (NB3), na Plataforma
NB3/DATT/IOC, localizado no Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira/FIOCRUZ- RJ,
durante a etapa inicial de extracao dos acidos nucléicos.

Apoés inativagdo das amostras, as demais etapas do processamento foram
realizadas no LHR, que tem disponiveis instalagdes de nivel de biosseguranga 2
(NB2).

4.5.1 Procedimento de Extragcao de DNA

Amostras de baco dos quirdpteros foram submetidas a extracdo de DNA
utilizando o kit comercial (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®) a partir de 10 mg de
tecido, previamente criopreservado, que foram excisados, apos atingirem a
temperatura ambiente. A esse fragmento foram adicionados 180 ul de tampéo ATL
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®) e 20ul de proteinase K. Apds serem
homogeneizados no vortex por 15 segundos, esses componentes foram incubados a
56°C no banho-maria overnight utilizando Thermomix®, equipamento programado
para homogeneizar as amostras por vortex num periodo de 2 minutos com intervalos
de 20 minutos. No dia seguinte foi adicionado um volume de 200ul de tampao AL
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®). A amostra foi submetida a incubagdo a 70°C
durante 10 minutos. Apds sofrerem centrifugagéo rapida, 200ul de etanol (96-100%)
foram adicionados e homogeneizados durante 15 segundos, seguida por uma nova
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centrifugacdo da amostra. A mistura subsequentemente foi aplicada na coluna de
filtragem QIAamp Spin, centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto e o fluido do coletor
foi desprezado. Um volume de 500ul do tampao de lavagem AW1 foi adicionado e,
apos centrifugagcédo a 8.000 rpm por 1 minuto, o filtrado foi novamente desprezado.
Foram adicionados 500ul do tampéao de lavagem AW2 e, neste momento, a amostra
sofreu centrifugacdo a 14.000 rpm durante 3 minutos. O filtrado foi desprezado e a
coluna subsequentemente foi transferida para um microtubo de 1,5 ml e 50 ul de
tampao de eluicdo AE foram adicionados. A amostra foi incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos e centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto. Repetiu-se este
ultimo passo (adigdo de AE, incubagado e centrifugagéo). A coluna QlAamp Spin foi
descartada e o produto da extrac&o foi armazenado no congelador -20°C.

Outras amostras dos quirépteros, como figado, pulmao, coragdo e rim, foram
complementarmente submetidas a extracdo do DNA diante da necessidade de
repeticado do procedimento, especialmente, por conta de um resultado inconclusivo e

da indisponibilidade de mais tecido esplénico.

4.5.2 Procedimento de PCR Convencional

As amostras de baco e eventualmente de outra viscera foram testadas para a
presenca de DNA bacteriano, utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers)
descritos no Quadro 4.1. Para deteccdo de DNA para Rickettsia e Bartonella foi
utilizado primers para o gene gltA especifico para cada género. Para a deteccdo de
C. burnetii, o gene alvo foi htpAB derivados de uma regido transposon-like repetitiva
do genoma desta bactéria. Para Ehrlichia e Anaplasma, o gene alvo foi 0 16S rRNA
da familia Anaplasmataceae.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR para
pesquisa de C. burnetii e Rickettsia spp., uma reacao foi realizada utilizando um
segundo par de primers(nested) especificamente desenhado no LHR (Quadro 4.1).

A amplificacao in vitro do DNA foi realizada em um volume final de 25 ul. A
reacado continha 2,5 yl de Tampao PCR 10X, 0,6 ul de cada primer 10 mM, 0,75-
4ulMgCl, 50 mM, 0,25 pl de desoxinucleotideos (20mM de cada desoxinucleotideo
trifosfato), 0.1 uyl de Platinum Taq DNA polimerase (5U/ul Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) e agua livre de nucleases (Promega, Madison, WI, EUA). A quantidade de

DNA da amostra variou de acordo com o primer utilizado.
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Em seguida, a reagdo de amplificacdo foi realizada em termociclador 9700
(Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). As etapas de desnaturagédo, anelamento
e extensao foram adaptadas para cada primer.

Quadro 4.1 - Set de primers utilizados para deteccdo de DNA de Rickettsia /ato

sensu
Tamanho | Temperatura
Agente Primers Sequéncias (5" - 3') do de Referéncia
fragmento | anelamento
QBT-1 TATGTATCCACCGTAGCCAGC .
Coxiella QBT-2 CCCAACAACACCTCCTTATTC 687 pb 60°C (148)
burnetii 2QBT N3+ AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC 440 pb 66°C _
2QBT N4-! CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC
Ehrlichia spp/ | EHR16SD GGTACCYACAGAAGAAGTCC :
Anaplasma 345 pb 55°C (149)
spp. EHR16SR TGCACTCATCGTTTACAG
Bartonella gltA F1 GCTATGTCTGCVTTCTATCAYGA 731pb 58°C _
spp. glitA R1 AGAACAGTAAACATTTCN GTHGG
2CSF1 CATCCTATGGCTATTATGCTTGC 885 pb 55°C _
Rickettsia 2CSR1 TATACTCTCTATG(T/A)AC(A/G)T(A/G)ACC
spp. 2CS F2! CTTACCGCTATTAGAATGATTGC 572 pb 63°C _
2CS R2! GAGCGA(T/G)AGCTTCAAG(T/C)TCTAT

'Nested PCR / “Sequéncias nucleotidicas desenvolvidas no Laboratério de Hantaviroses e
Rickettsioses, ainda em fase de publicagao.

4.5.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Para confirmar a amplificagao, os produtos foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com solu¢do de GelRed™ (Biotium, Hayward, CA,
USA). Foi usado como marcador de peso molecular 700bp DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e os produtos amplificados foram visualizados em
transiluminador sob luz ultravioleta e registrados em sistema digital para

documentacgao de gel (Carestream GelLogic System).

4.5.4 Sequenciamento e Analise Filogenética

Os produtos amplificados no tamanho de fragmento esperado foram
purificados utilizando o kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification® (GE
Healthcare) de acordo com as instrucbes do fabricante. Para a reagédo de
sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction® v3.1 e kit BigDye® X-Terminator Purification (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).
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As sequéncias de nucleotideose seus cromatogramas foram analisados
utilizando programa MEGA 6.0. Uma sequéncia consenso foi estabelecida e as
divergéncias de nucleotideos entre as sequéncias foram esclarecidas pela analise
dos cromatogramas do sequenciamento. Para inferéncia filogenética, as sequéncias
obtidas no sequenciamento e as sequéncias recuperadas no banco de dados
GenBank foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (150) implementado no
Programa MEGA 6.0. A arvore filogenética foi estimada pelo método de Maxima
Verossimilhangca e o melhor modelo de evolugdo de sequéncias foi determinado
como Tamura 3-parametros + gamma (T92+G) a partir do programa MEGA 6.0.

Foram calculados valores de bootstrap com 1.000 repeticdes.
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5 RESULTADOS

5.1 Populagao de Estudo

De um total de 119 morcegos capturados, 44 foram de Jacarepagua/RJ
(Tabela 5.1), 47 na APA do Pratigi/BA (Tabela 5.2) e 28 no PEST/SC (Tabela 5.3).

Os quiropteros pertenciam as familias Vespertilionidae e Phyllostomidae,
divididos em 15 géneros e 21 espécies. Por ordem de abundancia, as espécies
envolvidas neste estudo foram: Carollia perspicillata (28,5%), Desmodus rotundus
(12,6%), Artibeus lituratus (11,8%), Sturnira lilium (10%), Artibeus fimbriatus (6%),
Rhinophylla pumilio (5,9%) Artibeus planirostris (4,2%), Dermanura cinerea (3,4%),
Phyllostomus discolor (3,4%), Artibeusobscurus (1,7%), Glossophaga soricina
(1,7%), Myotis nigricans (1,7%), Sturnira tildae (1,7%), Vampyressa pusilla (1,7%),
Anoura caudifer (0,8%), Chiroderma doriae (0,8%), Lonchophylla peracchii (0,8%),
Micronycteris minuta (0,8%), Micronycteris sp. (0,8%), Phyllostonus hastatus (0,8%),

Trinycteris nicefori (0,8%).
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Tabela 5.1 - Identificacdo dos quirépteros capturados na regido de Jacarepagua/RJ

nos meses de dezembro/ 2013, marco, maio e setembro/ 2014

N° Campo Género Espécie Sexo
RM476 Myotis nigricans Fémea
RM477 Artibeus lituratus Macho
RM504 Artibeus lituratus Fémea
RM505 Desmodus rotundus Fémea
RM506 Sturnira lilium Macho
RM507 Sturnira tildae Macho
RM508 Desmodus rotundus Macho
RM509 Sturnira tildae Macho
RM510 Desmodus rotundus Fémea
RM511 Glossophaga soricina Fémea
RM512 Desmodus rotundus Macho
RM513 Carollia perspicillata Fémea
RM514 Artibeus lituratus Fémea
RM515 Artibeus fimbriatus Fémea
RM516 Sturnira lilium Macho
RM517 Desmodus rotundus Fémea
RM518 Glossophaga soricina Fémea
RM519 Micronycteris minuta Fémea
RM520 Desmodus rotundus Macho
RM521 Carollia perspicillata Macho
RM522 Desmodus rotundus Macho
RM523 Desmodus rotundus Macho
RM524 Artibeus fimbriatus Macho
RM525 Sturnira lilium Fémea
RM526 Lonchophylla peracchii Fémea
RM527 Vampyressa pusilla Fémea
RM528 Desmodus rotundus Macho
RM529 Artibeus obscurus Macho
RM530 Carollia perspicillata Macho
RM532 Sturnira lilium Macho
RM533 Vampyressa pusilla Fémea
RM534 Desmodus rotundus Macho
RM535 Micronycteris sp. Fémea
RM553 Desmodus rotundus Macho
RM554 Desmodus rotundus Macho
RM555 Desmodus rotundus Fémea
RM556 Artibeus fimbriatus Fémea
RM557 Artibeus lituratus Macho
RM558 Sturnira lilium Fémea
RM559 Carollia perspicillata Fémea
RM561 Sturnira lilium Macho
RM562 Myotis nigricans Macho
RM563 Desmodus rotundus Fémea
RM564 Desmodus rotundus Fémea
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Tabela 5.2 - Identificagdo dos quirdpteros capturados na regido da APA do

Pratigi/BA no més de agosto / 2014

N° Campo Género Espécie Sexo
EM 176 Artibeus planirostris Macho
EM 177 Phyllostomus discolor Macho
EM 178 Carollia perspicillata Fémea
EM 179 Carollia perspicillata Macho
EM 181 Carollia perspicillata Fémea
EM 182 Carollia perspicillata Fémea
EM 183 Artibeus lituratus Macho
EM 184 Dermanura cinérea Macho
EM 185 Carollia perspicillata Macho
EM 186 Artibeus lituratus Macho
EM 187 Carollia perspicillata Fémea
EM 188 Trinycteris nicefori Macho
EM 189 Rhinophylla pumilio Macho
EM 191 Artibeus planirostris Fémea
EM 192 Artibeus planirostris Macho
EM 193 Carollia perspicillata Fémea
EM 194 Carollia perspicillata Macho
EM 195 Carollia perspicillata Fémea
EM 196 Rhinophylla pumilio Fémea
EM 197 Carollia perspicillata Fémea
EM 198 Carollia perspicillata Fémea
EM 199 Carollia perspicillata Macho
EM 200 Rhinophylla pumilio Fémea
EM 201 Artibeus planirostris Macho
EM 202 Carollia perspicillata Fémea
EM 203 Carollia perspicillata Fémea
EM 204 Carollia perspicillata Fémea
EM 205 Carollia perspicillata Fémea
EM 206 Carollia perspicillata Fémea
EM 207 Rhinophylla pumilio Macho
EM 208 Carollia perspicillata Fémea
EM 209 Phyllostomus discolor Macho
EM 210 Phyllostomus discolor Fémea
EM 212 Carollia perspicillata Macho
EM 213 Carollia perspicillata Macho
EM 214 Phyllostomus discolor Fémea
EM 215 Artibeus planirostris Macho
EM 216 Rhinophylla pumilio Fémea
EM 217 Carollia perspicillata Macho
EM 218 Dermanura cinérea Fémea
EM 219 Rhinophylla pumilio Macho
EM 220 Dermanura cinérea Fémea
EM 221 Carollia perspicillata Fémea
EM 222 Carollia perspicillata Macho
EM 223 Dermanura cinérea Fémea
EM 224 Rhinophylla pumilio Macho
EM 289 Phyllostomus hastatus Fémea
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Tabela 5.3 - Identificagdo dos quirdpteros capturado na regido do Parque Estadual
da Serra do Tabuleiro (PEST)/ SC no més de maio/ 2015

N° Campo Género Espécie Sexo
EM 794 Carollia perspicillata Macho
EM 795 Sturnira lilium Macho
EM 797 Carollia perspicillata Fémea
EM 798 Artibeus lituratus Macho
EM 799 Anoura caudifer Macho
EM 800 Carollia perspicillata Macho
EM 801 Artibeus lituratus Fémea
EM 802 Carollia perspicillata Macho
EM 803 Sturnira lilium Macho
EM 804 Carollia perspicillata Fémea
EM 805 Sturnira lilium Macho
EM 806 Artibeus lituratus Macho
EM 807 Artibeus obscurus Fémea
EM 808 Artibeus lituratus Fémea
EM 809 Sturnira lilium Fémea
EM 810 Artibeus fimbriatus Macho
EM 811 Artibeus fimbriatus Macho
EM 815 Carollia perspicillata Macho
EM 816 Carollia perspicillata Fémea
EM 817 Artibeus lituratus Fémea
EM 818 Chiroderma doriae Macho
EM 819 Sturnira lilium Fémea
EM 820 Artibeus lituratus Macho
EM 821 Artibeus fimbriatus Macho
EM 822 Sturnira lilium Fémea
EM 823 Artibeus fimbriatus Fémea
EM 824 Artibeus lituratus Fémea
EM 825 Artibeus lituratus Macho

5.2 Pesquisa de Rickettsia, Ehrlichia e Anaplasma

5.2.1 Analise molecular das amostras para os géneros Rickettsia spp.,

Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

O DNA de Rickettsia spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. néo foi amplificado

em nenhuma das amostras de morcego testadas.

5.3 Pesquisa de Coxiella burnetii

5.3.1 Analise molecular das amostras para Coxiella burnetii

DNA de C. burnetii foi amplificado em 4 (3,4%) das 119 amostras de

morcegos capturados.
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Duas amostras foram positivas quando o tecido alvo da pesquisa foi o baco.

Amostras de outras visceras de 8 animais foram utilizadas
complementarmente para a pesquisa de C. burnetii devido a resultados iniciais
inconclusivos. Dentre estas visceras, o DNA de C. burnetii foi amplificado em uma
unica amostra de figado (Figura 5.1) e uma de coragéo.

O detalhamento dos resultados obtidos esta apresentado na tabela 5.4

Tabela 5.4 - Amostras positivas para C. burnetii apés analise molecular

N° Campo Viscera Género Espécie Sexo Localidade
RM 514 Baco Artibeus lituratus Fémea Jacarepagua/RJ
RM 524 Coragéo Artibeus fimbriatus Macho Jacarepagua/RJ
RM557 Figado Artibeus lituratus Macho Jacarepagua/RJ
EM 817 Bago Artibeus lituratus Fémea PEST /SC

Figura 5.1 - Eletroforese em gel de agarose de Coxiella burnetii, produto da PCR
nested amplificado a partir de DNA total do figado de quiréptero capturado na regiao
de Jacarepagua, Rio de Janeiro.Amostra RM 557, morcego da espécie Artibeus

lituratus. A seta indica a amplificagcdo do segmento de 440 pb do gene hipAB.

46



5.3.2 Analise do sequenciamento das amostras positivas para Coxiella

burnetii

O sequenciamento dos fragmentos amplificados procedentes das amostras
de baco, figado e coragdo mostraram 100% de identidade com depdsitos do genoma

completo de C. burnetii, encontrados na base de dados GenBank.

5.4 Pesquisa de Bartonella spp.

5.4.1 Analise molecular das amostras para Bartonella spp.

Quanto a deteccao génica de Bartonella spp., um total de 22 amostras de
baco (18,5%), dos 119 morcegos capturados, foi PCR-positivo. As espécies
envolvidas foram: Sturnira lilium (6/ 27,3%), Desmodus rotundus (6/ 27,3%),
Carollia perspicillata (5/ 22,7%), Artibeus lituratus (1/ 4,5%), Artibeus fimbriatus
(1/4,5%), Artibeus obscurus (1/ 4,5%), Rhinophylla pumilio (1/ 4,5%) e Phyllostomus
discolor (1/ 4,5%). Amostras positivas foram encontradas nas trés regides do estudo,
com prevaléncia de 23% (10/44) na localidade de Jacarepagua - RJ, 15% (7/47) na
regido da APA do Pratigi — BA e 18% (5/28) na regido do PEST- SC. O
detalhamento resultados encontra-se nas tabelas 5.5, 5.6 e 5.7 apresentadas a

seqguir.

Tabela 5.5 - Amostras positivas para Bartonella spp. provenientes da localidade de

Jacarepagua—RJ

N° Campo Género Espécie Sexo Localidade
RM510 Desmodus rotundus Fémea Jacarepagua — RJ
RM512 Desmodus rotundus Macho Jacarepagua — RJ
RM517 Desmodus rotundus Fémea Jacarepagua — RJ
RM523 Desmodus rotundus Macho Jacarepagua — RJ
RM524 Artibeus fimbriatus Macho Jacarepagua - RJ
RM525 Sturnira lilium Fémea Jacarepagua - RJ
RM529 Artibeus obscurus Macho Jacarepagua - RJ
RM532 Sturnira lilium Macho Jacarepagua - RJ
RM534 Desmodus rotundus Macho Jacarepagua - RJ
RM564 Desmodus rotundus Fémea Jacarepagua - RJ
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Tabela 5.6 - Amostras positivas para Bartonellas pp. provenientes da localidade da
APA do Pratigi — BA

N° Campo Género Espécie Sexo Localidade
EM 179 Carollia perspicillata Macho APA do Pratigi - BA
EM 185 Carollia perspicillata Macho APA do Pratigi - BA
EM 186 Artibeus lituratus Macho APA do Pratigi - BA
EM 189 Rhinophylla pumilio Macho APA do Pratigi - BA
EM 199 Carollia perspicillata Macho APA do Pratigi - BA
EM 209 Phyllostomus discolor Macho APA do Pratigi - BA
EM 217 Carollia perspicillata Macho APA do Pratigi - BA

Tabela 5.7- Amostras positivas para Bartonella spp. provenientes da localidade do
Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST — SC)

N° Campo Género Espécie Sexo Localidade
EM 795 Sturnira lilium Macho PEST - SC
EM 800 Carollia perspicillata Macho PEST - SC
EM 803 Sturnira lilium Macho PEST - SC
EM 805 Sturnira lilium Macho PEST - SC
EM 819 Sturnira lilium Fémea PEST - SC

Uma amostra de morcego da espécie A. fimbriatus foi encontrada co-

infectada com C. burnetii e Bartonella spp., na localidade de Jacarepagua, RJ.

5.4.2 Analise filogenética das amostras positivas para o género Bartonella

Das 22 sequéncias obtidas a partir do gene gltA de Bartonella, 11
apresentaram tamanho de fragmentos que permitiria resultados satisfatérios quando
submetidas a analise filogenética. Estas onze sequéncias foram comparadas com
outras 25 espécies de Bartonella conhecidas, utilizando fragmentos de 564
nucleotideos.

A andlise filogenética agrupou as 11 sequéncias analisadas em 3 clados (I, Il
e lll), sugerindo que os fragmentos amplificados nas amostras destes quirdpteros
pertencem a trés espécies de Bartonella distintas (Figura 5.2).

O clado | foi formado com as amostras positivas dos morcegos pertencentes
as espécies Desmodus rotundus (n=3) capturados no Rio de Janeiro, Carollia
perspicilata (n=2) capturados na Bahia e Sturnira lilium (n=1) capturado em Santa
Catarina. A espécie Sturnira lilium formou um grupo irmao com as demais espécies
do mesmo clado, sugerindo tratar-se uma espécie diferente das demais ou tratar-se
de uma subespécie.

O morcego da espécie Phyllostomus discolor, capturado na Bahia, formou um

clado monofilético (lI) com a espécie ja conhecida Bartonella doshiae.
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O clado Il foi formado a partir das amostras de morcegos da espécie Sturnira
lilium capturados em Santa Catarina (n=1) e Rio de Janeiro (n=1), além da espécie

Artibeus fimbriatus (n=1) e Artibeus obscurus (n=1) capturados no Rio de Janeiro.
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RM 534 Desmodus rotundus Rio de Janeiro

/ 98 RM 512 Desmodus rotundus Rio de Janeiro

100
83 EM 185 Carollia perspicillata Bahia
%"

RM 564 Desmodus rotundos Rio de Janeiro I

EM 199 Carollia perspicillata Bahia

\ EM 819 Sturnira lilium Santa Catarina
_Ijonella taylorii AY584852
Bartonella phoceensis AY515126

—— Bartonella vinsonii strain baker Z70015

98 _|: Bartonella \{insonji subsp. arupenslis AF21.45-57
Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii str. Winnie CP003124

| Bartonella rattaustraliani EU111797
—99,: Bartonella coopersplainsensis EU111803

Bartonella birtlesii CM001557

L —— Bartonella elizabethae Z70009

Bartonella grahamii CP002562

99 Bartonella queenslandensis EU111801

Bartonella rattimassiliensis AY515124
Bartonella tribocorum HG969192

EM 209 Phyllostomus discolor Bahia I

Bartonella doshiae Z70017

SE’: Bartonella koehlerae AF176091
20 Bartonella henselae BX897699
Bartonella quintana BX897700
90 — EM 805 Sturnira lilium Santa Catarina
RM 525 Sturnira lilium Rio de Janeiro
99 i o _ ) 111
RM 524 Artibeus fimbriatus Rio de Janeiro
k l RM 529 Artibeus obscurus Rio de Janeiro

Bartonella clarridgeiae FN645454
—%L Bartonella rochalimae FN645459
Bartonella australis CP003123
Bartonella bacilliformis CP000524

Bartonella ancashensis KC886736
—— Bartonella bovis AGWB01000003

98 E Bartonella chomelii JN646658
99 — Bartonella schoenbuchensis HG977196

—
0.02

Figura 5.2- Relacgbes filogenéticas dos genotipos de Bartonella com base nas
sequéncias parciais do gene gltA detectados nos morcegos capturados em
diferentes regides do Brasil em comparagdo com genaotipos similares de bartonelas
descritas na literatura. Os numerais romanos marcam os trés clados formados pelas

sequéncias obtidas das amostras de morcegos.
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5.5 Identificacao dos ectoparasitas coletados

A coleta dos ectoparasitas foi restritamente realizada na localidade de

Jacarepagua-RJ e um total de 24 espécimes foi encontrado entre 7 quirdpteros

capturados e incluidos neste estudo e 13 quirdpteros anilhados e soltos. Quanto a

identificacdo dos ectoparasitas coletados, foram 19 dipteros da familia Streblidae, 4

acaros da familia Spinturnicidae, além de um espécime cuja classificagdo

taxondmica foi limitada a classe Arachinida (Tabela 5.8).

Tabela 5.8 - Identificacdo taxonbémica dos ectoparasitas coletados em quirépteros

capturados na regido de Jacarepagua — RJ

N° Campo

RM 504

RM 508
RM 518
RM 521

RM 522

RM 523

RM 527

RMA102
RMA197
RMA 202
RMA 203
RMA 205
RMA 206
RMA 222
RMA 223
RMA 349
RMA 360
RMA 607
RMA 611
RMA 649

Quirdpteros

Identificagao

Artibeus lituratus
Desmodus rotundus
Glossophaga soricina
Carollia perspicillata
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Vampyressa pusilla
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Sturnira lilium
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Artibeus lituratus
Artibeus fimbriatus
Sturnira lilium

Classe

Arachnida
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta

Arachnida
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta

Arachnida

Arachnida

Arachnida

Spinturnicidae

Spinturnicidae
Spinturnicidae
Spinturnicidae

Ectoparasitas

Familia

Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae

Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae
Streblidae

Género

Periglischrus
Trichobius
Trichobius
Trichobius

Strebla
Strebla
Trichobius
Trichobius
Strebla
Trichobius
Trichobius
Trichobius
Trichobius
Trichobius
Trichobius
Trichobius

Periglischrus

Periglischrus

Periglischrus

Numero de
exemplares

O N Y N PSS N N N | J P N N B N N e N N I

RM: animais capturados e incluidos neste estudo / RMA: animais anilhados e soltos apds identificagdo ecoleta
de dados morfométricos
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6 DISCUSSAO

Considerando a importancia crescente dos quirdpteros e sua relacdo com
diversos agentes zoonoticos causadores de doenga humana, neste estudo pioneiro
desenvolvido com amostras de morcegos capturados em trés estados brasileiros foi
possivel obter informacdes de potencial importancia para a saude publica e que
servirdo de parametro para estudos futuros em especial em areas de ocorréncia de
bartoneloses, febre maculosa brasileira e febre Q.

No presente estudo foi capturado um total de 21 espécies de morcegos nas trés
localidades de coleta. Esta diversidade de espécies € um achado comum em
estudos realizados no territorio brasileiro. No estado de S&o Paulo, em estudo
soroepidemioldgico de infecgao por Toxoplasma gondii em morcegos, um total de 22
espécies foi capturado entre os anos de 2006 e 2011(151). Resultado semelhante foi
encontrado no estado do Para, onde um total de 28 espécies de morcegos foi
incluido em uma investigacdo soroepidemiolégica do virus rabico em 2013 (152).
De acordo com Reis e colaboradores, a ordem Chiroptera € a segunda maior em
rigueza de espécies, sendo superada somente pela ordem Rodentia. No Brasil, sdo
conhecidas 9 familias, 65 géneros e 175 espécies pertencentes a ordem Chiroptera
(153).

6.1 Quirdpteros e Coxiella burnetii

Quanto a febre Q, embora a infecgdo por C. burnetii em seres humanos seja
principalmente um risco ocupacional entre pessoas que estejam em contato com
animais como gado, ovelhas e cabras, o contato com os animais de estimacéo,
especialmente gatos e caes, tem demonstrado ser fonte potencial de surtos urbanos
(51, 59).

Menos frequentemente, a infec¢cdo por C. burnetii tem sido associada, seja
por inquéritos soroldgicos ou confirmada por biologia molecular, também com uma
série de outros animais silvestres, incluindo ursos, cervideos, porcos selvagens,
aves silvestres, roedores e marsupiais (130, 154-157). Alguns estudos ainda
sugerem relacéo entre a infecgdo humana e a exposi¢céo a animais silvestres (131,
158)
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Neste estudo, encontramos uma prevaléncia de 3,4% de quirdpteros positivos
para a presenca de DNA de C. burnetii. Dos quatro animais positivos, um foi
capturado na regido do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro, em Santa Catarina e
trés foram capturados na regido de Jacarepagua, no Rio de Janeiro. Este resultado
no estado fluminense nao causa surpresa considerando que em 2008, no Rio de
Janeiro, foi realizado um estudo entre pacientes HIV-positivos atendidos em servigo
de saude na regidao administrativa de Jacarepagua, e os autores identificaram uma
soroprevaléncia para C. burnetii de 3,2%. Todos os individuos apresentaram
anticorpos anti-C. burnetii de fase |, fase associada com a infec¢ao cronica (67).

Ainda no estado do Rio de Janeiro, reforcando a importancia do resultado
obtido, no municipio de Itaborai, regido metropolitana do Rio de Janeiro, onde
ocorreu o primeiro caso de febre Q humano confirmado por metodologia molecular,
a infeccdo por C. burnetii foi identificada em caes, ovelhas e cabras (68). A
continuidade do inquérito epidemiologico nesta regido identificou, apds quatro anos
do primeiro achado, novos focos de infeccao por C. burnetii em animais domésticos
e ectoparasitas nos arredores do primeiro local de estudo, revelando a presenca,
propagacao e transmissao deste agente em territério fluminense (159). Além disso,
em 2013, roedores silvestres capturados no municipio de Pirai-RJ, foram PCR
positivos para a presenga de C. burnetii (48). Essas informag¢des somadas aos
achados deste estudo em quirépteros sugerem a existéncia de um complexo ciclo de
transmissao de C. burnetii, que pode estar envolvendo um extenso numero de
animais silvestres e enfatizam a necessidade de estudos futuros nas areas do
territério nacional onde casos de febre Q tenham sido confirmados.

A febre Q é considerada uma zoonose de distribuicdo mundial. No entanto,
sdo poucos os relatos que auxiliam no entendimento da epidemiologia de C. burnetii
no Brasil. A presenca de DNA de C. burnetii no quiréptero capturado na regido de
Santa Catarina é a primeira evidéncia da circulagdo deste agente no estado. Apesar
de nenhum quirdptero capturado na APA do Pratigi, na Bahia ter sido positivo para
C. burnetii no presente estudo, existe relato na literatura de um caso grave de
endocardite por C.burnetii autdoctone do estado da Bahia, apontando ndo apenas
para a importancia do presente estudo, mas também para a necessidade de se
investigar a presencga deste agente zoonético nesta regiao (66).

Todos os quiropteros positivos para o DNA de C. burnetii neste estudo

pertencem ao género Artibeus. Estes morcegos fazem parte da familia
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Phyllostomidae, subfamilia Stenodermatinae. S&o animais predominantemente
frugivoros, mas que eventualmente podem apresentar uma dieta mais generalista,
alimentando-se de insetos, pdlen e néctar (153).

Caracteristicas desta espécie, como a formagédo de colbénias que chegam a
mais de 20 individuos em época reprodutiva (160), podem contribuir para uma
rapida e difundida transmisséo de C. burnetii entre estes animais, considerando que
esta proteobactéria, devido ao processo de esporulacdo, € muito resistente,
podendo sobreviver durante varias semanas no ambiente onde os animais,
principalmente durante o parto, tenham estado presentes (51).

Além disso, A. lituratus e A. fimbriatus podem percorrer longas distancias em
uma noite. Costa e colaboradores, em 2006, relataram o deslocamento de um
exemplar de A. fimbriatus no estado do Rio de Janeiro, que foi recapturado 20 dias
apos a primeira captura, numa distancia de 21,7 km (161). Em 2012, no estudo de
Reis e colaboradores, dois exemplares de A. lituratus foram registrados a cerca de
20 km do local de marcagao, apos 24 meses da primeira captura (162). No Rio de
Janeiro, quirdpteros capturados no municipio de Jacarepagua, regido metropolitana,
foram recapturados no Parque Nacional da Serra dos Orgdos em Teresdpolis,
municipio localizado no interior do estado do Rio de Janeiro, deslocando-se a uma
distancia de mais de 100 km (comunicagéo pessoal). A capacidade de deslocamento
destes quirdpteros aumenta, assim, consideravelmente a area de dispersao de C.
burnetii.

A literatura atual disponivel ndo apresenta praticamente nenhum estudo
sobre o papel dos morcegos no ciclo natural de C. burnetii. Assim apesar destes
animais ja terem sido incluidos em pesquisas epidemiolégicas em area endémica na
Guiana Francesa, por exemplo, o DNA da bactéria nao foi encontrado (130, 131).
No entanto, na Australia, no unico trabalho disponivel no qual foi possivel amplificar
o DNA de C. burnetii os autores demonstraram que estes mamiferos estavam
excretando a bactéria, uma vez que o material genético foi detectado na urina dos
animais (13). Este fato é de extrema importancia, por caracterizar os morcegos como

potenciais fontes de infecgao e disseminagao da C. burnetii na natureza.
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6.2 Quirdpteros e Rickettsia spp.

Na pesquisa do genoma de Rickettsia spp., nenhum morcego apresentou
positividade, reforcando o conceito de que o papel dos morcegos como portadores
de Rickettsia continua desconhecido. Apesar dos relatos de que os morcegos sao
depositarios de rickettsias e que estas podem ser patogénicas a eles na década de
1940 (24, 129, 146), na literatura atual, com exceg¢do do inquérito realizado na
Argentina em 2011, onde todos os morcegos da espécie Tandarida brasiliensis
foram PCR negativos para a presencga das rickettsias (128), os estudos s&o limitados
a inquéritos sorologicos. Os resultados obtidos nestes inquéritos demonstraram a
possibilidade, diante do contato com as rickettsias, dos morcegos atuarem como
sentinelas da presencga destas bactérias na regiao estudada (15, 127).

Os resultados encontrados no presente estudo possivelmente corroboram
com a afirmagéo de Rozental (2013), de que a falta de amplificagdo de rickettsias
em amostras de animais silvestres é de certa forma um resultado esperado, uma vez
que os vertebrados atuam como amplificadores e fonte alimentar para os carrapatos,
que sado de fato os verdadeiros reservatérios destas proteobactérias na natureza
(48). No entanto, € imprescindivel registrar que o papel dos carrapatos que
parasitam quirdépteros vem sendo estudado e que a identificagdo de carrapatos da
espécie Carios kelleyi positivos para presenca de DNA de Rickettsia spp, inclusive
com observagdes laboratoriais que sugerem que o agente pode ser mantido tanto
pela via transestadial quanto pela via transovariana nestas espécies de carrapatos,
apontam para a necessidade de mais pesquisas sobre o tema (10).

6.3 Quirépteros e Ehrlichia spp. ! Anaplasma spp.

Quanto as proteobactérias da familia Anaplasmataceae, morcegos ja foram
encontrados infectados por espécie membro desta familia (128), no entanto, ainda
nao existe registro de amplificacdo do DNA de Ehrlichia spp. ou Anaplasma spp.
nestes mamiferos. Assim, apesar de neste estudo néao ter sido possivel amplificar o
DNA destas bactérias nos quirdpteros capturados, a identificagdo de canideos,
cervideos, roedores e outros mamiferos como reservatérios destas bactérias na
natureza (112), e da comprovagao de animais domésticos e silvestres infectados no

territério brasileiro (108, 119, 120), reforcam a necessidade de mais estudos,
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principalmente em areas sabidamente com circulagdo dos animais reservatorios de

Ehrlichia spp. ou Anaplasma spp.

6.4 Quirépteros e Bartonella spp.

Em relacdo ao estudo com Bartonella, apés recentes relatos de infeccdo em
morcegos em diferentes regides do mundo, o presente estudo forneceu evidéncias
adicionais de que as bartonelas também s&o prevalentes em populacbes de
morcegos no Brasil. A prevaléncia de 18,5% encontrada neste estudo foi semelhante
a encontrada em Porto Rico (18%) (140), porém, mais baixa do que as encontradas
em outros paises das Américas, como Peru (24,1%), Costa Rica (33,3%) e
Guatemala (33%) (11, 136, 139).

Dentre as 22 amostras positivas para Bartonella spp., as espécies Sturnira
lilium (27,3%), Desmodus rotundus (27,3%) e Carollia perspicillata (22,7%) foram as
que apresentaram as maiores prevaléncias. Na América do Sul, a infecgdo por
Bartonella spp. nestas trés espécies também foram relatadas no estudo realizado no
Peru com prevaléncia de 15% para C. perspicillata, (4/27), 37% para D. rotundus,
(10/27) e 4% para S. lilium (1/27) (11).

Em geral, as diversas espécies de Bartonella sao consideradas agentes
transmitidos por uma variedade de ectoparasitas vetores (86). Os quirdpteros
transportam uma grande diversidade de ectoparasitas, incluindo dipteros, pulgas,
carrapatos moles e acaros, alguns dos quais altamente especificos para os
morcegos (163). Somado a isto, a tendéncia a formacédo de colénias e até
compartilhamento de abrigos como acontece com as espécies Carollia perspicillata e
Phyllostomus discolor (153) podem contribuir para a transmiss&o frequente de
Bartonella spp. intraespécies e interespécies. Em um estudo realizado por Duncan e
colaboradores (2007) foi possivel detectar o DNA de Bartonella spp. na saliva de
caes, sugerindo a possibilidade de transmissdo destas bactérias através de
mordedura (164). Diante deste estudo, a inclusdo da espécie D. rotundus como
potencial hospedeira de bartonelas merece atencdao, uma vez que estes animais
mantém uma dieta exclusivamente hematdfaga (165). Atualmente D. rotundus é
considerado o mais importante reservatorio e vetor do virus da raiva (166, 167).

A analise filogenética das amostras positivas revelou a formacgédo de clados

independentes quando comparadas com espécies de bartonelas relatadas na
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literatura. Este € um achado comum aos estudos deste agente nos quirépteros em
outras regides do mundo (136, 139, 141). Este fato sugere a possibilidade dos
morcegos serem infectados com novas espécies de Bartonella.

Em estudos realizados no Quénia e Vietham os autores relataram evidéncia
de especificidade de hospedeiros entre as bartonelas encontras nos quirdpteros (12,
138), enquanto que na Guatemala, esta relacdo n&o foi observada (136), resultado
este concordante com o obtido no presente estudo. Nos resultados observados no
presente estudo ndo foi identificada relacdo de espécie-especificidade entre as
espécies de bartonelas e as espécies de morcegos capturados. Neste contexto,
somente com uma analise comparativa entre as sequéncias de bartonelas obtidas
nas amostras de quirépteros com amostras positivas para Bartonella em outros
hospedeiros mamiferos, em especial roedores silvestres, sera possivel verificar, de
forma inquestionavel, esta suposta especificidade patégeno-hospedeiro.

As amostras positivas pertencentes aos morcegos da espécie Sturnira lilium
foram agrupadas em dois clados distintos, sugerindo que a espécie S. lilum foi
encontrada infectada com duas espécies diferentes de Bartonella. Do mesmo modo,
os morcegos capturados no Rio de Janeiro, que foram submetidos a analise
filogenética, se dividiram em dois clados, sugerindo a circulagdo de mais de uma
espécie de Bartonella associada aos quirdpteros nesta regido.

Quanto a Bartonella encontrada na espécie de morcego Phyllostomus discolor
capturado na Bahia, foi observado um terceiro clado, apresentando semelhanca com
B. doshiae, espécie que tem roedores silvestres como reservatoério (101).

Muitas lacunas ainda nao foram preenchidas no que diz respeito ao papel dos
morcegos como hospedeiros de Bartonella na natureza. Diante do numero crescente
de espécies de Bartonella que vem sendo descrito, em especial as associadas a
doenca humana, a inclusdo dos quirdpteros no contexto de hospedeiro destas
bactérias é importante para a compreensao do ciclo de perpetuacao destes agentes
na natureza.

N&o obstante os dados inéditos discutidos acima, neste estudo foi identificada
pela primeira vez um quirodptero, da espécie A. fimbriatus, co-infectado com C.
burnetii e Bartonella spp., reforcando, assim, o potencial dos quirdpteros para
hospedar patégenos bacterianos.

Deve ser ressaltado que a importancia deste estudo é reforcada pela

publicacdo recente de Luis e colaboradores em 2013, na qual os autores
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compararam 0s morcegos com 0s roedores como reservatorios de virus zoonéticos.
Neste estudo foi demonstrado que os morcegos abrigam um numero muito maior de
virus zoondticos quando comparados com os roedores € o0 nivel de contato
interespecifico frequentemente observado em abrigos formados por um conjunto
diversificado de espécies de morcegos € uma das justificativas. Assim, € bem
possivel que este modelo possa ser aplicado também para as zoonoses bacterianas,
considerando mais uma vez que a sobreposicao de diferentes espécies de animais
de uma mesma ordem taxondmica em uma mesma distribuicdo espacial torna
possivel o compartilhamento de um maior numero de agentes bacterianos tal como

observado com os virus (168).

6.5 Ectoparasitas

Em relacdo ao estudo com os ectoparasitas, foram coletados acaros do
género Periglischrus e dipteros hematdfagos dos géneros Trichobius e Strebla
pertencentes a familia Streblidae, ambos ectoparasitas exclusivos dos quirépteros
(169, 170). Dentre os ectoparasitas capturados, quatro espécimes membros da
familia Streblidae, pertencentes ao género Strebla, foram coletados de um
quirdptero PCR-positivo para Bartonella spp..

Membros da familia Streblidae ja foram encontrados infectados por Bartonella
spp., ha Costa Rica e nos EUA, como citado anteriormente (139, 143). Em um
estudo realizado na Costa Rica, Judson e colaboradores observaram uma
associagao entre as variantes génicas de Bartonella spp. detectadas nos dipteros
coletados com as variantes identificadas nos morcegos por eles parasitados,
sugerindo um sistema de hospedeiro-vetor entre os dipteros e os morcegos (139).
Entretanto, vale ressaltar que a presenga do agente nos dipteros estudados nao
comprova sua competéncia vetorial.

Considerando a complexidade do estudo - desde trabalho de campo,
processamento inicial do material em um laboratdorio NB3 a analises moleculares - ,
assim como o curto prazo para seu desenvolvimento, nao foi possivel processar os
ectoparasitas coletados. Assim, esta etapa do projeto sera realizada posteriormente
para a pesquisada presenca de Rickettsia spp.,Coxiella burnetii, Ehrlichia spp.,

Anaplasma spp. e Bartonella spp..
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Por fim, é importante registrar que este € o primeiro estudo que relata a
infecgcao por C. burnetii e Bartonella spp. em quirépteros no Brasil e que muitas
pesquisas precisam ser desenvolvidas para que se possa determinar o real papel
dos morcegos e seus ectoparasitas na ecologia destes patdégenos, bem como a
influéncia que essa relagao patdégeno-hospedeiro pode ter sobre a saude humana e

animal.
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7 CONCLUSOES

A identificacdo, com base na analise molecular, pela primeira vez no Brasil,
de proteobactérias do género Bartonella e da espécie Coxiella burnetii em
amostras de morcegos capturados no Rio de Janeiro, Bahia e Santa Catarina,
corrobora a hipétese dos quirdpteros como importantes hospedeiros destas
bactérias.

A presenca do DNA de Coxiella burnetii no quirdptero capturado na localidade
de Santa Catarina, primeiro indicio da circulagdo desta bactéria na regido,
aponta para a necessidade de mais estudos sobre o agente em territério
brasileiro.

Apesar dos quirdpteros PCR-positivos para Coxiella burnetii serem do género
Artibeus, sao necessarios mais estudos para avaliar uma correlagdo de
género com a proteobactéria causadora da febre Q.

A auséncia do DNA de Rickettsia spp., aponta para a necessidade de mais
estudos, uma vez que estes animais ja foram apontados como depositarios
de rickettsias e sororreativos em algumas regides do Brasil.

O DNA de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. ndo foi amplificado em nenhuma
das amostras de quirdpteros testadas, resultado concordante com a literatura
ja que até o momento nao existe relato de infecgdo por estes agentes nos
quirépteros.

A analise filogenética das amostras dos morcegos PCR-positivos para
Bartonella mostrou que novas espécies estdo associadas a estes animais,
apontando para a necessidade de mais estudos sobre estas novas espécies
identificadas e sua correlacdo com doenga humana.

Neste estudo foram coletados acaros da familia Spinturnicidae e dipteros da
familia Streblidae.

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a necessidade de se
verificar o papel dos quirépteros no ciclo natural de C. burnetii e das diversas
espécies de Bartonella nas areas de ocorréncia da febre Q e das

bartoneloses.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar analise molecular dos ectoparasitas coletados e identificados neste
estudo para avaliar a presenga de Rickettsia spp.,Coxiella burnetii, Bartonella
spp., Anaplasma e Ehrlichia spp.

Analisar filogeneticamente as sequéncias obtidas a partir dos possiveis
fragmentos amplificados nos ectoparasitas estudados

Realizar analise filogenética das amostras de quirdpteros positivas para
Bartonella spp. comparando-as com amostras de roedores capturados nas
mesmas regides de estudo

Dar prosseguimento ao inquérito epidemiolégico realizado entre os morcegos

nas regides estudadas e outras areas néo incluidas neste estudo.
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10 ANEXOS

Anexo 1 - Licenga para captura de Quirdpteros referente ao projeto “Morcegos
(Mammalia, Chiroptera) como indicadores de integridade bidtica em uma area de
tensao antrépica no Macigco da Pedra Branca’Licenga para captura de Quirépteros
referente ao projeto “Morcegos (Mammalia, Chiroptera) como indicadores de
integridade bidtica em uma area de tens&o antrépica no Macigo da Pedra Branca”
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Anexo 2 - Licenga para captura de Quirdpteros referente ao projeto “Rede Bio M.A.
inventario: padrées de diversidade biogeografia e endemismos de espécies de
mamiferos, aves, anfibios drosofilos e parasitas na Mata Atlantica”
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Anexo 2

ESTAINE DE SANTA CATARING
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