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RESUMO: As espécies de Bartonella
sdo agentes zoonéticos que infectam
mamiferos e sdo transmitidos por vetores
artropodes.  Diversos  genotipos  de
Bartonella foram identificados em varias
espécies de mamiferos selvagens e, no
presente estudo, analisamos amostras de
baco e figado de primatas nao humanos

(saguis), marsupiais, roedores e morcegos
capturados na Estagéo Biologica Fiocruz
Mata Atlantica, Rio de Janeiro e os
resultados obtidos foram comparados com
0s gendtipos descritos em mamiferos de
Brasil. Utilizamos a PCR convencional
para detectar o DNA de Bartonella usando
fragmentos parciais dos genes gltA, ftsZ
e groEL. Geramos arvores de inferéncia
bayesiana e de méxima verossimilhanga
para caracterizar as amostras de PCR
positivas e inferir as relagdes filogenéticas
dos gendtipos. Um total de 161 animais
foram capturados, incluindo 110 morcegos,
4 roedores, 10 marsupiais e 37 saguis. O
DNA de Bartonella foi amplificado a partir de
amostras de tecido coletadas de 5 (3,1%)
dos animais, dentre os quais, as espécies de
morcegos Artibeus lituratus (3/58), Carollia
perspicillata (1/15) e Myotis izecksohni
(1/5). Considerando a diversidade de
genotipos de Bartonella em diferentes loci
e hospedeiros identificados no presente
estudo, mais pesquisas sdo necessarias
para melhor compreender as relagdes entre
os diferentes genotipos de Bartonella e seus
vetores e espécies hospedeiras. A presencga
de Bartonella spp. em morcegos da area de
estudo indica que as populacdes humanas
locais podem estar em risco de infeccao por

Biodiversidade e saude na Estacao Biolégica Fiocruz Mata Atlantica: pesquisa,

conservagao e educacéo

Capitulo 9

191



este agente zoonotico devido ao spillover dessas espécies/genotipos circulantes no ambiente
silvestre para os ambientes domeésticos e peridomésticos. Os dados deste estudo encontram-
se disponiveis em artigo publicado em revista cientifica em julho de 2020.

INTRODUCAO

Breve historico das bartoneloses

Na década de 1910, uma doenca emergente nomeada como “febre nas trincheiras”
atingiu um milhdo de soldados durante a Primeira Guerra Mundial. Essa patologia, até entdo
desconhecida, foi causada por uma bactéria que, devido ao seu dificil cultivo, foi descrita
como Rickettsia quintana (MURRAY, 1918; VENNING, 1919). Na ocasido, foi identificado
que essas bactérias eram transmitidas pelo piolho humano (Pediculus humanus) e que os
soldados acometidos por essa enfermidade tinham um quadro febril e também poderiam
evoluir, entre outras manifestagdes clinicas, para um grave comprometimento cardiaco,
denominado na época de “acdo desordenada do coragdo”, atualmente conhecido como
endocardite (RUIZ, 2018; ANSTEAD, 2016).

A bactéria, entdo denominada Rickettsia quintana, ap6s ter sido cultivada em
meio axénico na década de 1960, foi reclassificada como Rochalimaea quintana, em
homenagem ao notavel pesquisador brasileiro Henrique da Rocha Lima, por sua essencial
contribuicdo no campo da rickettsiologia (ITO & VINSON, 1965; VINSON, 1966). Na
sequéncia, foi identificada uma segunda nova espécie, Rochalimaea henselae, que, assim
como R. quintana, passou a ser também relacionada a angiomatose bacilar (AB), uma
entidade clinica caracterizada por lesdes angiogénicas semelhantes a verruga peruana que
acometia frequentemente pacientes com a sindrome da deficiéncia imunolégica adquirida
(SIDA) (KOEHLER et al., 1992; REGNERY et al., 1992; RELMAN et al., 1990; SLATER et
al., 990; WELCH et al., 1992).

Ainda na década de 1990, além da AB em pacientes com SIDA, essas duas
espécies do mesmo tipo de agente etiolodgico foram identificadas também em pacientes
imunocompetentes, principalmente em populagdes vulneraveis, como pessoas em
situaca@o de rua (MINNICK; BATTISTI, 2009). Concomitantemente, a espécie R. henselae
foi reconhecida como o principal agente etioldgico da doenca da arranhadura do gato
(DAG), um agravo, até entéo, relacionado ao agente Afipia felis (ANDERSON et al., 1993;
REGNERY et al., 1992b). Assim, considerando o dinamismo da histéria das doencas
infecciosas e a humanidade, fica evidente a emergéncia e reemergéncia dessas bactérias
que ndo somente adoeceram os soldados da Primeira Guerra Mundial, mas que também
fizeram ressurgir infec¢des oportunistas em pacientes com SIDA e populag¢des de sem-teto
em areas urbanas no inicio dos anos 1990 (MINNICK; BATTISTI, 2009).

Com advento das técnicas moleculares foi possivel comprovar, a partir dos estudos
do DNA e da analise do gene 16S, que os membros do género Rochalimaea estavam
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intimamente relacionados a outra espécie bacteriana, chamada Bartonella bacilliformis,
descrita pela primeira vez no Peru no final do século XIX (HUARCAYA et al., 2004; DEL
VALLE-MENDOZA et al., 2018). Reconhecida como a Unica espécie do género Bartonella
até 1993 (BRENNER et al., 1993), essa bactéria é o agente causador da doenga de Carrion,
uma doenca infecciosa que se apresenta com duas fases: a fase de uma anemia hemolitica
aguda, reconhecida como “febre de Oroya”, e a fase crbnica, conhecida como “verruga
peruana’, ambas restritas a regido andina (MINNICK et al.,, 2014). Na forma crbnica, o
paciente apresenta lesdes cutédneas caracterizadas por nédulos angiogénicos altamente
vascularizados (NOGUCH, 1926). Neste contexto de reclassificacdo taxonémica a partir
de dados moleculares, o género Rochalimaea foi entdo removido da ordem Rickettsiales
e sinonimizado com o género Bartonella, o qual permaneceu como género monotipico da
familia Bartonellaceae (BRENNER et al., 1993).

Agente etiolégico

O género Bartonella compreende microrganismos pertencentes ao subgrupo alfa-2
da classe Proteobacteria, apresenta-se como bactéria Gram-negativa, de formato bacilar,
com espécies que apresentam cilios e flagelos (ANGELAKIS; RAOULT, 2014). Atualmente,
0 género é constituido por mais de 40 espécies, dentre elas, algumas reconhecidas como
subespécies e, desta forma, caracterizadas como espécies “candidatas” (OKARO et al.,
2017). Esse numero cresce exponencialmente visto que a diversidade de potenciais
reservatérios desse agente zoonoético é ainda subestimada (BREITSCHWERDT &
KORDICK 2000; CHOMEL et al., 2003a; BREITSCHWERDT et al.,, 2010; LEI & OLIVAL
2014; SEGERS et al., 2017).

As espécies do género Bartonella geralmente sdo encontradas em dois ambientes
especificos: no intestino de um vetor artrébpode e na corrente sanguinea do hospedeiro
mamifero, com tropismo para as células do endotélio e eritrocitos (MINNICK; BATTISTI,
2009). A capacidade dessas bactérias de serem transmitidas por vetores hematéfagos
artropodes facilita a sobrevivéncia e a dispersdo desse agente bacteriano. Os vetores de
Bartonella sao diversos, incluindo pulgas, piolhos, carrapatos e flebotomineos, esse ultimo
vetor especificamente da espécie B. bacilliformis (SANGARE et al., 2014; STUCKEY et
al., 2017; VALLE-MENDOZA et al., 2018; MAZUREK et al.; 2018; MULLER et al., 2018;
SLAPETA et al., 2018).

Estudos mostram que as espécies de Bartonella provavelmente diversificaram
de uma linhagem simbionte de abelha que, ao perderem diversos genes (cerca de 500),
formaram um grupo extremamente diversificado com varias linhagens descritas entre os
mamiferos (Eubartonellae), dentre os quais, os roedores e morcegos, considerados os
seus principais reservatorios (LEI & OLIVAL, 2014; SEGERS et al., 2017). Embora, até a
presente data, apenas 18 gendétipos tenham sido implicados como agentes causadores de
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doenca humana, 45 espécies de Bartonella tém sido identificadas em diversos grupos de
vertebrados reservatorios como 0s animais domésticos, animais de producéo e diversas
espécies de animais silvestres, além de humanos no caso da espécie B. bacilliformis
(VU DANG et al., 2004; DRANCOURT et al., 2005; FOURNIER et al., 2015). Nas dltimas
décadas, novos grupos de animais reservatorios tém sido identificados, como mamiferos
marinhos (CARRASCO et al,, 2014), herbivoros terrestres (BERMOND et al., 2002;
EREQAT et al., 2016) e carnivoros selvagens, incluindo ledes, ursos e raposas (MOLIA et
al., 2004; HENN et al., 2009a, 2009b; GERRIKAGOITIA et al., 2012; CHOMEL et al., 2016;
JAFFE et al., 2018; KROL et al., 2019).

O ciclo de infecgcéo por Bartonella spp. se inicia a partir da picada de um artrépode
hematofago infectado com a penetracdo desse agente a partir de abrasbes e lesdes
na pele de um hospedeiro mamifero. Apdés a penetragdo, as bartonelas permanecem
inicialmente no seu nicho primario, no sistema monocitico fagocitario (células dendriticas e
macro6fagos), cujo comprometimento determina o surgimento de linfadenopatia localizada.
Somente com o desenvolvimento da infec¢éo, sem o controle do sistema imunologico, os
eritrocitos passam a ser colonizados, resultando em uma bacteremia na qual ocorrem as
etapas de adesédo até a invasdo, com persisténcia intracelular e consequente fechamento
do ciclo com a transmisséao do agente para o vetor.

Bartonelas e a Bartonelose no Brasil

No Brasil, a circulacdo de Bartonella spp. foi registrada primeiramente a partir de
evidéncias sorologicas em pacientes. Amostras de 457 pacientes adultos foram coletadas
entre o periodo de marcgo e abril de 2001 no municipio de Piau, Minas Gerais, onde foi
possivel identificar que 13,7% (60/457) dos pacientes tinham anticorpos para B. henselae
e 12,8% (56/457) para B. quintana (Costa et al., 2005).

Em um estudo desenvolvido no Rio de Janeiro, em 2005, quando 125 amostras
de pacientes HIV-positivos de Jacarepagua foram testadas, os autores detectaram uma
prevaléncia de 38,4% (48/125) de anticorpos da classe IgG anti-B. henselae. 20% tinham
gatos como animais de estimacéo e 48% relataram ter contato direto ou indireto com
gatos domésticos. O mesmo nimero de amostras de um banco de doadores de sangue foi
utilizado como grupo controle da regido estudada (Jacarepagué, RJ) e a soroprevaléncia
verificada de 34,4% foi semelhante a dos pacientes HIV-positivos (LAMAS et al., 2008,
2010). Em 2014, ainda em paciente HIV-positivo, foi identificado no municipio do Rio de
Janeiro um caso de infecgdo por Bartonella spp., em que as manifestagdes clinicas se
caracterizam por ser um quadro febril associado a uma lesé@o cutanea e adenomegalia. Na
histéria epidemiolégica, o paciente relatava contato com animal doméstico e a suspeita de
infeccdo por Bartonella spp. foi confirmada por analise molecular (FAVACHO et al., 2014).

Quanto aos animais domésticos, um estudo foi realizado em trés mesorregides do
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estado Rio de Janeiro, onde 204 amostras sanguineas de gatos domésticos foram PCR-
positivas. A prevaléncia de gatos PCR-positivos para Bartonella spp. variou de 4% a 70%,
de acordo com as mesorregides: (i) regiao metropolitana, composta por 24 localidades,
com 70% (144/204) gatos PCR-positivos; ; (ii) municipios de Niterdi e Duque de Caxias,
com 6% (14/204) das amostras de gatos infectados; (iii) regido serrana, em especial em
Itaipava, com 4% (9/204) gatos PCR-positivos; e (iv) regido centro sul-fluminense, onde
18% (37/204) das amostras foram positivas (SOUZA, 2009).

Posteriormente, em 2010, foram detectados roedores da espécie Rattus norvergicus
naturalmente infectados em areas urbanas de Salvador, onde 35% dos animais analisados
foram positivos em analises sorologicas e moleculares (26/73); um dos roedores
apresentou também coinfecgdo com Seoul orthohantavirus (SEOV), um virus causador da
febre hemorragica (hantavirose) na Europa, Asia e também no Brasil (LEDUC et al., 1985;
COSTA et al., 2014).

A ocorréncia de infeccdo em roedores silvestres no Brasil s6 foi registrada
recentemente, quando 42 animais capturados no estado de Mato Grosso do Sul, nos
municipios de Sidrolandia e Dois Irmaos do Buriti, foram submetidos a analise moleculare 18
deles mostraram-se infectados por bartonelas. Sete espécies de roedores sigmodontineos
foram positivas para B. vinsonii subsp. arapuensis: Calomys callosus, Cerradomys
maracajuensis, Hylaeamus megacephalus, Necromys lasiurus, Nectomys squamipes,
Oecomys catherinae e Oxymycterus delator (FAVACHO et al., 2015).

Estudos mais recentes, em ecorregides diferentes, vém sendo realizados para
compreender a participagdo de mamiferos silvestres no ciclo zoonético das bartonelas
(GONCALVES et al., 2016; FONTALVO et al., 2017). Assim, no bioma da Caatinga, foram
analisados os mamiferos domésticos, silvestres e seus ectoparasitas através de analises
sorologicas e moleculares. Registrou-se que das 109 amostras de caes, 27 apresentaram
anticorpos para Bartonella spp. (24,7%) e dos 40 gatos, seis também foram sororreativos
(15%). Carrapatos e pulgas foram submetidos a analise molecular e duas espécies de
pulgas foram positivas: (i) Polyplax irritans, coletada do canideo silvestre Cerdocyon thous,
infectada pela espécie B. rochalimae; (ii) P. irritans coletada de cdes domésticos, infectada
por B. rochalimae e B. vinsonii berkhoffi; e (iii) Ctenocephalides felis felis coletada de gatos
domeésticos, infectada por B. clarridgeae e B. henselae (FONTALVO et al., 2017).

Quanto a presenca de infeccdo em quirdpteros e roedores no Brasil, &€ preciso
ressaltar a publicacdo de dois estudos conduzidos nos Ultimos quatro anos no estado do
Rio de Janeiro, onde amostras biolégicas submetidas a analises moleculares mostraram-se
infectadas por Bartonella spp. No primeiro estudo, Rozental et al. (2017) identificaram sete
espécies de roedores silvestres infectados por Bartonella spp. em seis municipios do Rio
de Janeiro. No segundo estudo desenvolvido por Ferreira et al. (2018), quiropteros foram
capturados em areas de protecdo ambiental com o objetivo de investigar a infec¢éo por
bartonelas e outras rickettsias em trés diferentes estados: (i) Rio de Janeiro, no Parque
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Estadual da Pedra Branca; (ii) Bahia, na Area de Protecdo Ambiental do Pratigi e (iii)
Santa Cantarina, no Parque Estadual da Serra do Tabuleiro. Desmodus rotundus, Artibeus
fimbriatus, A. obscurus e Sturnira lilium foram as espécies positivas para Bartonella spp.

No Brasil, apenas em 2014 a notificacdo da bartonelose tornou-se obrigatéria
no contexto do diagnoéstico diferencial da febre maculosa, e a participacdo de animais
domésticos, silvestres e humanos e a relagéo clinico-epidemiolégica passaram a levantar
uma série de questdes ecoldgicas da interagdo entre esses grupos de hospedeiros. Neste
contexto, a manutencéo do ciclo zoon6tico em &reas urbanas e de reservas florestais,
assim como a participacéo de vetores potenciais, ainda é muito pouco conhecida no Rio de
Janeiro, assim como em todo territério nacional.

No ciclo silvestre desse agente, roedores e morcegos séo os principais reservatorios
de Bartonella spp., e em areas florestais com intensa ag¢do antrépica, cdes ou gatos
domésticos séo reconhecidamente importantes predadores de roedores e morcegos, o que
aumenta o risco de emergéncia de novos ciclos de diferentes espécies desse grupo de
patégenos bacterianos. As unidades de conservagao urbanas, como o Parque Estadual
da Pedra Branca (PEPB), além de serem zonas de refugio para animais silvestres, séo
rodeadas por casas nas quais, de forma recorrente, se observa o registro de animais
domésticos explorando seu entorno, fato que aumenta a possibilidade de transmissao
de espécies de Bartonella que estdo associadas a mamiferos silvestres, aos animais
domésticos e a populagédo humana.

Com base neste cenario, de 2015 a 2019 foi realizado um estudo com o objetivo de
investigar a presenca e caracterizar filogeneticamente as espécies/gendtipos de Bartonella
spp. identificadas em mamiferos silvestres das ordens Rodentia, Didelphimorphia,
Chiroptera e Primates capturados na Estagc&o Biologica Fiocruz Mata Atlantica, a fim
de conhecer os processos de diversificacdo desses microrganismos e seus potenciais
hospedeiros vertebrados.

METODOLOGIA

Area de estudo

O estudo foi realizado na Estagdo Biolégica Fiocruz Mata Atlantica (EFMA),
parcialmente sobreposta ao Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB) no municipio do
Rio de Janeiro. As amostras foram coletadas de janeiro de 2015 a dezembro de 2018
na EFMA, em um gradiente de antropiza¢cdo que variou de regides com maior grau de
atividade antropica (habitacdes e uso do espago) a areas mais preservadas (menor uso
de espago e sem habitacbes). Essa area possui 125 km2 de vegetagdo secundaria de
Mata Atlantica, 26% de floresta com intensa atividade antropica baseada na agricultura e
pastagem, 17% de floresta secundaria e 55% de floresta continua preservada. O PEBP é

Biodiversidade e saude na Estacao Biolégica Fiocruz Mata Atlantica: pesquisa, Capitulo 9
conservagao e educagéo

196



o maior remanescente florestal de floresta ombréfila densa continua na cidade do Rio de
Janeiro e considerado a maior cobertura vegetal nas areas urbanas do Estado do Rio de
Janeiro (INEA, 2013a, 2013b).

——
Atlantic Forest Campus / FIOCRUZ |

PEPS =)
Fma [

Areas urbanas I
Floresta Ombrfila Densa Ml
Uso agricola
Vegetagso arbérea ndo florestal N
Vegetagao graminea no-lenhosa I i

Figura 1. Areas de amostragem de mamiferos silvestres na Estagéo Biolégica Fiocruz Mata Atlantica
(delimitada em vermelho), indicando os pontos de amostragem de primatas ndo-humanos (azul),
roedores, marsupiais (roxo) e morcegos (amarelo).

Métodos de captura de primatas nao humanos do género Callithrix

Os saguis foram capturados em dois pontos do peridomicilio da EFMA (Figura 1}.
As amostragens foram realizadas em janeiro de 2015, novembro de 2016 e setembro
de 2018. Cada ponto de captura teve um periodo de adaptacdo a armadilha, foi iscado
com bananas por 10 dias, e colocado para atrair os animais e aumentar a frequéncia de
grupos de saguis nos pontos escolhidos. ApOs esse periodo, que depende da frequéncia
de ocorréncia dos animais em cada ponto, dez armadilhas Tomahawk ™ (Modelo 201, 16
x 5 pol x 5 polegadas) foram colocadas para a captura dos animais. Os saguis capturados
foram transportados dentro das armadilhas até o laboratério de campo da EFMA (a 500
m do local de captura), com o cuidado de manté-los em bolsas escuras para reduzir o
estresse e o risco de automutilagdo. As espécies Callithrix jacchus e C. penicillata séo
oriundas dos biomas da Caatinga e do Cerrado, respectivamente (CEZAR et al., 2017).
Ambas foram introduzidas em areas antropizadas do Rio de Janeiro, causando impacto na
conservacgao das espécies nativas de saguis, como C. geoffroyi e Leontopithecus rosalia.
Devido a hibridizag@o natural entre C. jacchus e C. penicillata ja relatada nessas areas
e a complexidade na diferenciacdo das caracteristicas morfolégicas e moleculares dos
hibridos, a nomenclatura adotada foi Callithix sp para classificar os espécimes encontrados
na EFMA.
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Métodos de captura dos roedores e marsupiais

As areas de captura de roedores e marsupiais foram estabelecidas por nove
transectos lineares e diferentes estados de conservagédo da paisagem. Trés amostragens
foram realizadas em julho, outubro e novembro de 2017. Cada transecto foi composto
por 20 estacbes de captura distantes 20 metros uma da outra. Dentre esses transectos,
dois foram estabelecidos no peridomicilio, trés transectos nas areas de transi¢do e quatro
transectos dentro dos limites do PEBP (Figura 1). Em cada estacdo de captura, duas
armadilhas do tipo live-trap foram usadas, uma tipo Tomahawk ™ (50 x 21,5 x 20) e uma
do tipo Sherman ™ (37,5 x 10 x 12 cm). Essas armadilhas sdo adequadas para capturar
pequenos mamiferos vivos de até 3 kg.

Métodos de captura dos morcegos

As capturas de morcegos foram realizadas em quatro &areas com diferentes
estagios de conservagao durante os periodos de maior e menor pluviosidade (Figura 1).
Cinco amostragens foram realizadas em outubro e novembro de 2017 e em fevereiro,
julho e dezembro de 2018, com cada uma delas composta por quatro noites de capturas
consecutivas. As areas de amostragem foram estabelecidas ao longo de um gradiente
antropico, em que o ponto exterior se caracterizava por ser o mais degradado e com intensa
pressao antropica; o segundo ponto apresentava um grau intermediario de conservacgéo e
pressao; o terceiro ponto em area conservada e com baixa pressdo antropica; e o ultimo
ponto, localizado no interior do parque, caracterizava-se por ser uma area mais conservada
e com baixa pressao antropica. Foram utilizadas 10 redes de neblina (poliéster, malha de
20 mm, medindo 9 x 3 m) préximas a fontes de alimentos, corpos d’agua e rotas de voo,
como trilhas existentes na floresta, estradas e clareiras na vegetacao. As redes de neblina
foram abertas no crepusculo com revisao em intervalos de 15 minutos e fechadas apés
quatro horas de exposicdo (ESBERARD; BERGALLO, 2008). Os animais colhidos foram
embalados em sacos de algodéao e posteriormente registrados para os espécimes como
uma descricéo geral.

Métodos laboratoriais para deteccéo de DNA de Bartonella spp.

As amostras de figado e bago foram submetidas a extracdo de DNA usando um kit
comercial (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Amostras do bago eram preferidas para testes moleculares (KOSOY et al., 2018), mas
quando indisponiveis, foram utilizadas as amostras de figados. A qualidade do DNA extraido
foi avaliada a partir de géis de agarose. O DNA de Bartonella detectado em roedores e
morcegos silvestres em estudos anteriores (FERREIRA et al., 2018; ROZENTAL et al.,
2017) foi usado como controle positivo para a PCR, e agua nuclease-free (UltraPure ™
DNase / RNase -Free - Invitrogen) foi utilizada como controle negativo.
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As amostras de DNA foram submetidas a detec¢cao molecular por PCR convencional
para avaliar a presenca de DNA de Bartonella spp., a partir de uma etapa de triagem pelo
fragmento do gene gltA (GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2020; ROZENTAL et al., 2017).
Posteriormente, a partir do resultado positivo, outros genes foram amplificados utilizando
os primers descritos no Quadro 1. A reacao de PCR foi conduzida em um volume final de
25 pl de acordo com as instrugbes do fabricante e usando os métodos de Rozental et al.
(2017). As etapas da reacao estéo listadas no Quadro 1 para cada gene analisado. Para a
reacao de sequenciamento, os produtos amplificados foram purificados usando o kit lllustra
GFX PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare ©) e foram sequenciados usando
o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction®v3.1 (Thermo Fisher Scientific

™, Waltham, MA , EUA).

Quadro 1. Sequéncias de primers dos fragmentos dos genes alvo (gltA, ftsZ e groEL) e das ciclagens
da PCR de Bartonella spp. em amostras biolégicas de mamiferos capturados na Estagéo Biologica
Fiocruz Mata Atlantica.

Gene

Primes (5’-3’) (Bartonella Produto Ciclagens Referencias
(pb)

spp)
gltA F1 (GCT ATG TCT GCV 95 °C for 10 min, 35 cycles of
TTC TAT CAY GA) 1A 731 95 °C for 30 s, 58 °C for 30 s, Rozental et al.
gltA OR1 (AGAACA GTAAAC g and 72 °C for 45s, and final (2017)
ATT TCN GTH GG) extension of 72 °C for 8 min.
gltA F2 (ACD CTY GCY GCD 95 °C for 10 min, 35 cycles of
ATG GCN ATAA) 1A 500 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, Rozental et al.
gltA R1 (AGAACA GTAAAC g and 72 °C for 45s, and final (2017)
ATT TCN GTH GG) extension of 72 °C for 8 min.
ftsZ F1 (ATT AAT CTG CAY 95 °C for 10 min, 35 cycles of Goncalves-
CGG CCA GAT AT) ftsZ 791 95 °C for 30 s, 54 °C for 30 s, OIivgira ot al
ftsZ R1 (TCATCATCAATR and 72 °C for 45s, and final (2020) :
GCV CCAAAR AT) extension of 72 °C for 8 min.
groEL F1 (TTR GAAGTY 95 °C for 10 min, 35 cycles of Goncalves-
GTK GAA GGD ATG CA) roEL 708 95 °C for 30 s, 54 °C for 30 s, Olivgira ot al
groEL R1 (GCN GCT TCT g and 72 °C for 45s, and final (2020) :
TCACCG DCATT) extension of 72 °C for 8 min.

Bioinformatica

As sequéncias de nucleotideos, os cromatogramas e as sequéncia de consenso
foram analisados no programa Geneious®11.1.5 (KEARSE et al., 2012). As sequéncias
nesse estudo e das bases de dados Genbank foram alinhadas com as espécies descritas
por Okaro e colaboradores (2017). As sequéncias de Brucella abortus IVRI / 95 e Ca.
Tokpelaia hoelldoblerii (SEGERS et al., 2017) foram usados como grupos externos. Os
alinhamentos finais de gltA (718 bps), ftsZ (788 bps) e groEL (798 bps) e os gendtipos
brasileiros de cada gene foram incluidos nas andlises (GONCALVES et al., 2020; CALCHI
et al., 2020; ANDRE et al., 2019a; ANDRE et al., 2019b; PEDRASSANI et al., 2019; SILVA
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etal.,, 2019; AMARAL et al., 2018; SOUSA et al., 2018; FERREIRA et al., 2018; ROZENTAL
etal., 2017; IKEDA et al., 2017; GONGALVES et al., 2016a; DINIZ et al., 2016; ANDRE et
al., 2014; MICELI et al., 2013; FILONI et al., 2012). Todas as sequéncias foram alinhadas
usando o algoritmo MAFFT v7.388 para cada gene sequenciado (KATOH; STANDLEY,
2013). Esses alinhamentos foram usados para calcular o nUmero de haplétipos no programa
DNAsp. software v5 (LIBRADO; ROZAS, 2009). O melhor modelo evolutivo para cada gene
foi determinado pelo Critério de Inferéncia Bayesiano (BIC) usando o algoritmo Smart
model da Plataforma de Bioinformatica de Montpellier (LEFORT et al., 2017). A analise
filogenética de cada gene foi baseada em (a) Maxima Verossimilhangca (MV), executada
na Plataforma de Bioinformatica de Montpellier, com suporte estatistico para os diferentes
clados por uma pesquisa heuristica com 1000 réplicas bootstrap (GUINDON; GASCUEL,
2003) e (b) Inferéncia Bayesiana (IB) executada em Mr.Bayes 3.1.2 (HUELSENBECK;
RONQUIST, 2005) com relégio relaxado néo correlacionado (DRUMMOND et al., 2006) e
tamanho populacional constante (KINGMAN, 1982). As simula¢des de Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) foram rodadas por 10° geragdes e amostradas a cada 10° geragdes, com um
burn-in de 10%, no programa BEAST v.1.8.4 (DRUMMOND; RAMBAUT, 2007). O suporte
nodal da topologia de cada gene foi calculado pelo bootstrap e a probabilidade posterior
(PP) com um cut-off de 50%.

RESULTADOS

Um total de 161 animais foi capturado durante o estudo, incluindo 110 morcegos,
quatro roedores, 10 marsupiais e 37 saguis (Tabela 1). A espécie mais abundante capturada
foi 0 morcego Artibeus lituratus, seguido dos saguis, Callithrix sp. O DNA de Bartonella foi
amplificado em amostras de tecido de cinco espécimes (3,1% do total), principalmente
nas espécies de morcegos, dentre elas, trés amostras de Artibeus lituratus (3/58) e uma
amostra de Carollia perspicillata (1/15) e de Myotis izechsohni (1/5) (Tabela 1). Nenhuma
amostra de roedor, marsupial ou sagui foi encontrada com DNA de Bartonella na area da
EFMA/PEPB.
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Tabela 1. Animais capturados na Estacao Bioldgica Fiocruz Mata Atlantica, seguidos do numero de
PCR positivas para Bartonella spp. e taxa de infecgdo por espécie.

Total de PCR positivo (Bartonella Taxa de infeccao

Espécies individuos spp.) por espécie

Ordem Primates

Callithrix sp. 37 - -

Ordem Didelphimorphia

Didelphis aurita 7 - -

Monodelphis americana 3 - -

Ordem Rodentia

Oligoryzomys nigripes 4 - -

Ordem Chiroptera

Artibeus fimbriatus 5 - -

Artibeus lituratus 58 3 5,2%

Artibeus obscurus 1 - -

Carollia perspicillata 15 1 6,7%

Chiroderma villosum

Desmodus rotundus

Eptesicus brasiliensis

Glossophaga soricina

Lonchophylla peracchii

Micronycteris minuta

Molossus molossus

Myotis izecksohni

Myotis nigricans

Philostomus hastatus

Platyrrhinus lineatus

Platyrrhinus recifinus

Sturnira lilium

wWlw|lalmlw|lola|lpm|alalp|laa] =
-
n
o
X

Vampyressa pusilla

Abundancia total/ Taxa de 161 5 3,1%

infeccao total

Os testes das PCRs indicaram que o gene alvo ftsZ foi amplificado em todas as
cinco amostras de morcegos, enquanto o gene gltA foi amplificado em quatro amostras
e 0 gene groEL em duas amostras (Tabela 3.2). O género Bartonella formou um grupo
monofilético e as linhagens principais foram reconstruidas com alto suporte nodal. As
arvores MV e IB foram congruentes para a maioria das espécies e linhagens. O melhor
modelo evolutivo identificado para os genes gltA e ftsZ foi o modelo GTR com sitios
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invariaveis (l) e distribuicdo gama (G), enquanto o melhor modelo para o gene groEL foi o
modelo HKY + | + G. Os tamanhos de amostra efetivos foram acima de 200 para todas as
arvores bayesianas.

Tabela 2. Espécies de morcegos PCR positivos com DNA de Bartonella spp.

cfff;ggo Espécie Localidade | Aro=e (7gg€p) (7ggfp) (%gglﬁ)
FMA9 Z\&t/flﬁgg Rio de I:ileneiro/ Baco X X X
RM1612 tibeus | Riode Janelrol | gago X X -
RM1618 iibeus | Riode Janeirol | gago X X -
FMA31 pe?saprl%lilllfata Rio de RJ‘j:meiro/ Baco X X )
FMAt22 |  Myols | Riode Janeirol | g0, X X

Os gendtipos encontrados neste estudo foram associados aos ja previamente
descritos para outros mamiferos e vetores brasileiros, confirmando a diversidade de
hospedeiros do género Bartonella no Brasil (Figura 2). A arvore filogenética do gene
gltA teve quatro gendtipos dos morcegos dispostos em sete clados (B, C, D, F, I, J, e L),
intimamente relacionados aos genotipos encontrados em outros roedores e morcegos (A,
E, G,H, K), registrados no Brasil (Figura 3).
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Figura 2. Relagdes filogenéticas do género Bartonella com base no gene gltA. A arvore foi inferida
por meio da Maxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) com o modelo GTR + 1 + G. O
suporte nodal é descrito a esquerda por réplicas de bootstrap e a direita pela probabilidade posterior
de cada né representado. As sequéncias detectadas no presente estudo estao descritas em vermelho

e as sequéncias de estudos anteriores de gendtipos brasileiros em azul. Os clados destacados
representaram os genotipos descritos para o Brasil. Os clados A, B, C e D representam os genétipos
obtidos neste estudo. Brucella abortus e Candidatus Tokpelaia hoelldoblerii foram usadas como um
grupo externo. Retirado de Goncalves-Oliveira et al. (2020).

Os genotipos de Bartonella do gene gltA foram descritos em muitos hospedeiros
mamiferos silvestres, como roedores, morcegos e tatus, bem como em animais domeésticos,
incluindo caes, gatos e gado, do Brasil (Figura 3). Além desses hospedeiros vertebrados,
alguns gendtipos foram descritos em vetores hemat6fagos, como pulgas, moscas, piolhos
e carrapatos (Figura 3). O clado B, composto por genoétipos dos morcegos, néo teve
suporte nodal nas andlises de MV ou IB, embora o genétipo de A. lituratus (FMA9) do Rio
de Janeiro tenha se agrupado com os gen6tipos de Sturnira lilium e outro morcego nao
identificado, ambos descritos do Brasil, com alto suporte nodal nas analises MV e IB (98/1).
Este gendtipo foi semelhante ao encontrado no vetor diptero, Strebla guajiro, coletado de
C. perspicillata no Rio de Janeiro. Os clados A e B foram agrupados com alto suporte nodal
nas analises MV e IB (95/1), e com espécies do complexo B. vinsonii, embora de forma
diferente nas analises MV e IB. O clado C, representado por genétipos de morcego, teve
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alto suporte nodal nas analises MV e IB (65 / 0,94) e combinou dois clados. Um genoétipo
de A. lituratus (RM1612) agrupado com os gendtipos de S. lilium e duas espécies de
Artibeus, A. fimbriatus e A. obscurus. O segundo gendtipo de A. lituratus agrupou-se com
0s genotipos de Phyllostomus discolor e outro morcego néo identificado, ambos descritos
no Brasil. No clado D, o ultimo genotipo descrito na arvore (FMA31), que foi encontrado em
C. perspicillata, ndo se agrupou com as demais espécies de Bartonella, porém foi proximo
a Bartonella ancashensis e Bartonella bacilliformis.

Os gendtipos de Bartonella do gene groEL foram descritos em roedores, morcegos
e gatos domésticos do Brasil (E-G; Figura 4). No clado F, o gendtipo encontrado em A.
lituratus (FMA9) foi agrupado préximo as espécies Bartonella rattaustraliani e Bartonella

japonica, com um suporte nodal de 0,97 na analise de IB.
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Figura 3. Relagdes filogenéticas do género Bartonella com base no gene groEL. A arvore foi inferida
por meio da Maxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) com o modelo HKY+I+G. O
suporte nodal é descrito a esquerda por réplicas de bootstrap e a direita pela probabilidade posterior
de cada n6 representado. As sequéncias detectadas no presente estudo estdo descritas em vermelho
e as sequéncias de estudos anteriores de gendtipos brasileiros em azul. Os clados destacados
representaram os genétipos descritos para o Brasil. Os clados E, F e G representam os genoétipos
obtidos neste estudo. Brucella abortus e Candidatus Tokpelaia hoelldoblerii foram usadas como um
grupo externo. Retirado de Goncalves-Oliveira et al. (2020).

A arvore filogenética dos genétipos de Bartonella do gene ftsZ tinha nove geno6tipos
agrupados em cinco clados (H-L; Figura 4). Os genétipos dispostos nos clados |, J e L foram
encontrados nos morcegos deste estudo. No clado |, o0 genoétipo Bartonella, encontrado em A.
lituratus (FMA9) do Rio de Janeiro, agrupou-se intimamente com Bartonella pachyuromydis,
embora néo tenha tido suporte nodal na anélise de MV, e o suporte foi limitado a 0,59 na
andlise de IB. No clado J, o gendtipo de Bartonella encontrado em C. perspicillata formou
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um clado distinto, proximo de Bartonella chomelii, B. schoenbuchensis, B. melophagi, B.

capreoli e B. bovis, embora ndo tenha havido congruéncia ou suporte nodal nas anélises
de MV e IB. Os genétipos do clado L, em A. lituratus (RM1612 / RM1618), formaram um
clado unico, distinto de todas as outras espécies, mas sem suporte nodal nas analises de

MV ou IB.
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Figura 4. Relagdes filogenéticas do género Bartonella com base no gene ftsZ. A arvore foi inferida
por meio da Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) com o modelo GTR + 1 + G. O
suporte nodal € descrito a esquerda por réplicas de bootstrap e a direita pela probabilidade posterior
de cada né representado. As sequéncias detectadas no presente estudo estdo descritas em vermelho

e as sequéncias de estudos anteriores de gendtipos brasileiros em azul. Os clados destacados
representaram os genoétipos descritos para o Brasil. Os clados H, 1, J, K, e L representam os genoétipos
obtidos neste estudo. Brucella abortus e Candidatus Tokpelaia hoelldoblerii foram usadas como um
grupo externo. Retirado de Goncalves-Oliveira et al. (2020).

DISCUSSAO

Considerando o aspecto generalista de infeccao de Bartonella e que as areas

antropizadas poderiam favorecer a abundancia de espécies de mamiferos com maior

plasticidade a alteragdes ambientais, com consequente aumento na prevaléncia de
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Bartonella, foram avaliadas as amostras de roedores, morcegos, marsupiais e primatas
ndo humanos capturados na Estacao Biologica Fiocruz Mata Atlantica.

As bartonelas ndo possuem uma preferéncia ou especificidade por um hospedeiro
unico, entdo a avaliagdo da sua presenga em vertebrados e invertebrados dos diversos
géneros e espécies possibilita uma melhor compreensao do ciclo desses patdgenos em
diversas paisagens (VAYSSIER-TAUSSAT et al., 2009). Os dados disponiveis sobre os
genes gltA, groEL e ftsZ indicam que 26 espécies de mamiferos foram registradas como
hospedeiras de diferentes espécies e genétipos de Bartonella. Entre essas espécies,
observam-se 12 roedores (Oxymycterus dasytrichus, A. cursor, A. montensis, Delomys
dorsalis, Euryoryzomys russatus, N. squamipes, QOecomys mamorae, Hylaeamys
megacephalus, N. lasiurus, O. nigripes, Rhipidomys gr. Macrurus e Thrichomys fosteri),
sete morcegos (A. lituratus, A. fimbriatus, A. obscurus, C. perspicillata, Desmodus rotundus,
Phyllostomus discolor, Sturnira lilium), um felideo (Leopardus wiedii), um tatu (Euphractus
sexcinctus) e um tamandua (Tamandua tetradactyla). Mamiferos domésticos e de criacéo,
como céaes (Canis lupus familiaris), gatos (Felis catus), gado (Bos taurus) e bufalos (Bos
bubalis) também foram descritos como hospedeiros de Bartonella (BREITSCHWERDT,
KORDICK, 2000; BREITSCHWERDT et al.. 2010).

Embora os marsupiais capturados no estudo tenham sido PCR negativos para
Bartonella, € preciso ressaltar que pela primeira vez esses animais foram pesquisados
quanto a presenca de infec¢do deste grupo de proteobactérias na EFMA. Em adicéo, por
serem amostras coletadas de animais capturados de uma Unica localidade do estado do
Rio de Janeiro, esses resultados obtidos devem ser considerados preliminares, pois néo
representam as diferentes populagées e espécies de marsupiais sul-americanos. E preciso
mais estudos nesse grupo de vertebrados, ja que marsupiais australianos da espécie
Macropus giganteus, apesar de apresentarem histérias evolutiva e natural diferentes, foram
detectados com infecg¢ao por B. australis, sugerindo que marsupiais sul-americanos podem,
potencialmente, abrigar esses microrganismos (FOURNIER et al., 2007; SAISONGKORH
et al., 2009).

Gongalves et al. (2020) sugeriram que marsupiais brasileiros ndo sdo hospedeiros
naturais de Bartonella, visto que, tanto em suas pesquisas quanto em estudos anteriores
(SOUSA et al., 2018; FONTALVO et al., 2017), o DNA de Bartonella ndo foi detectado em
qualquer um dos espécimes de marsupiais ou seus vetores analisados. Os marsupiais
neotropicais sdo um grupo bastante diverso, tanto com espécies especialistas em ambientes
mais preservados, quanto com espécies mais generalistas e com ampla distribuicdo, como
as espécies do género Didelphis, que s&o animais relativamente abundantes e comuns em
areas residenciais e rurais.

Recentemente, Alcantara et al. (2020) encontraram evidéncias moleculares de
DNA de Bartonella em gambas capturados de areas periurbanas de Mata Atlantica do
Rio de Janeiro, com uma taxa de infeccao de 40-46%, um dado que ainda necessita da
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caracterizacdo da espécie de Bartonella encontrada. Diante do exposto, fica claro que é
essencial continuar o monitoramento de possiveis infec¢bes por Bartonella nesse grupo,
a fim de determinar se esses mamiferos séo resistentes a Bartonella ou se sao, de fato,
vulneraveis a infeccao por essa bactéria.

Quanto aos primatas ndo humanos, existem poucos registros sobre ocorréncia de
infeccao de Bartonella nesse grupo. No presente estudo, ndo foi possivel detectar DNA de
Bartonella nas amostras do género Callithrix spp., resultado semelhante ao observado por
Bonato e colaboradores (2015), no municipio de Sao Luis, no estado do Maranh&o, onde
87 individuos de primatas dos géneros, Sapajus sp. e Saimiri sciureus (Cebidae) foram
testados e PCR negativos para Bartonella.

O mesmo resultado negativo foi também observado no estudo de Melo et al. (2018),
que analisaram, por detec¢do molecular, amostras de sangue de 50 individuos do género
Alouatta mantidos em cativeiro, no estado de Sdo Paulo. No entanto, nos primatas nédo
humanos do Velho Mundo ja existem registros de infec¢éao natural por B. quintana na espécie
Macaca fascicularis, no Sudeste da Africa, e na espécie M. mulatta, mantida em cativeiro
na China. Em ambos os estudos, a deteccdo da infeccdo por Bartonella foi realizada com
base em analise molecular (HUANG et al., 2011; O'ROURKE et al., 2005). Posteriormente,
Bittar et al. (2014) detectaram Bartonella spp. em amostras fecais de Goirilla gorilla gorilla
na Africa Ocidental, sugerindo que esses animais possam atuar como hospedeiros.

A diversidade de Bartonella encontrada em morcegos em estudos recentes revela
a importancia desse grupo de mamiferos como hospedeiros das diferentes espécies
e genoétipos de Bartonella, considerados, assim, o grupo de vertebrados chave na
diversificagdo e da dispersédo deste agente zoon6tico a outros grupos de mamiferos (BAI et
al., 2012; CORDUNEANU et al., 2018; AMARAL et al., 2018; FERREIRA et al., 2018; IKEDA
et al., 2017; MCKEE et al., 2016, 2021; STUCKEY et al., 2017).

Quanto aos morcegos, as espécies Artibeus lituratus e Carollia perspicillata foram
encontradas abrigando genétipos de Bartonella. As relagdes filogenéticas dos genoétipos
de Bartonella encontrados em A. lituratus (FMA9) variaram em sua topologia (clado B,
F e I). Com base na topologia do gene gltA, o clado B & composto exclusivamente por
gendtipos descritos em morcegos brasileiros, como Sturnira lilium, 0 morcego hematé6fago,
Desmodus rotundus, e outra espécie néo identificada (ANDRE et al., 2019; AMARAL et al.,
2018; FERREIRA et al., 2018; IKEDA et al., 2017). O clade B pode, portanto, representar
um grupo de espécies de Bartonella adaptado especificamente aos morcegos. Nas outras
topologias, entretanto, ha divergéncias nas relagdes filogenéticas, como observado na
arvore do gene groEL, em que este gen6tipo se agrupou com B. rattaustraliani e B. japonica
(clado F), e na arvore do gene ftsZ, em que se agrupou com B. pachyuromydis (clado I).
Considerando a escassez de dados sobre a ocorréncia dos genoétipos de Bartonella (de
genes diferentes do gltA) em morcegos hospedeiros do Brasil, &€ possivel que a variagéo
no arranjo filogenético seja resultado da ocorréncia de mais de uma espécie de Bartonella
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nesses hospedeiros, mas possivelmente também pela amostragem incompleta da linhagem
dos gendtipos. O DNA de Bartonella foi registrado em A. lituratus da América Central e do
Sul (BAI et al., 2012, 2011; JUDSON et al., 2015; OLIVAL et al., 2015). Essa espécie de
morcego € comum em areas urbanas e fragmentos de floresta.

No Brasil, Ferreira et al. (2018), além de encontrarem DNA de Bartonella na espécie
A. fimbriatus, nas mesmas areas do nosso estudo no estado do Rio de Janeiro, detectaram
uma outra espécie sintopica infectada, a espécie A. lituratus, no estado da Bahia, com
linhagens similares ao complexo vinsonii e B. australis. E preciso ressaltar, no entanto,
que no estudo de Ferreira et al. (2018) apenas o0 gene giltA foi avaliado, o que permite a
confirmagéo da ocorréncia de Bartonella, mas que impossibilita uma avaliagdo com alto
suporte filogenético.

Os gendtipos de Bartonella dos genes gltA e ftsZ (clados D e J), descritos de C.
perspicillata no presente estudo, indicam a existéncia de uma variante genotipica que
requer maior atengéo, visto que as relagdes filogenéticas ndo séo consistentes nas duas
andlises. Este €& o primeiro relato de Bartonella em C. perspicillata no estado do Rio de
Janeiro.

No clado D, estdo os genoétipos de Bartonella do gene gltA de C. perspicillata do
Rio de Janeiro, agrupados entre duas espécies, Bartonella anchashensis e B. bacilliformis.
André et al (2019) obtiveram resultados semelhantes com base em uma andlise BLAST das
sequéncias ITS de Bartonella encontradas em duas espécies de morcegos hematéfagos.
No clado J, os genoétipos de Bartonella do gene ftsZ de C. perspicillata do Rio de Janeiro
agruparam-se proximos ao clado da espécie Bartonella, encontrada principalmente em
ruminantes. Esse genotipo ja havia sido detectado em C. perspicillata do estado do Para,
em um arranjo filogenético semelhante (IKEDA et al., 2017). Com base na topologia dos
gendtipos de Bartonella do gene rpoB, André et al (2019) encontraram DNA de Bartonella
associada a trés espécies de morcegos hematédfagos préximos ao clado de ruminantes
Bartonella. Isso reflete a importancia do comportamento alimentar desses mamiferos
para a transmissao do agente potencialmente zoonoético e que morcegos com diferentes
adaptacOes alimentares podem hospedar uma diversidade genética de Bartonella ainda
subestimada.

O presente estudo foi publicado na revista International Journal of Parasitology and
Wildlife, sob o titulo “Investigation of Bartonella spp. in Brazilian mammals with emphasis
on rodents and bats from the Atlantic Forest”. Neste trabalho registramos novos genétipos
de Bartonella em roedores e morcegos de distintas paisagens do estado do Rio de Janeiro.
Esses achados enfatizam a necessidade de novas e continuadas pesquisas, baseadas
em abordagens alternativas, como cultura de isolados e estratégias de patogenicidade, a
fim de compreender melhor as rela¢des dos genoétipos de Bartonella com seus vetores e
espécies hospedeiras no Brasil. A diversidade de hospedeiros mamiferos e genoétipos de

Bartonella ja encontrada no Brasil € consideravelmente alta, sugerindo que a diversidade
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genética desses microrganismos tenha sido subestimada até agora, visto que muitos
outros mamiferos ocorrem em simpatria com essas espécies hospedeiras e compartilham
muitos de seus ectoparasitas, o que os colocaria em contato potencial com esse agente
etiolégico. Nossos achados séo consistentes com os estudos anteriores que mostraram que
genotipos de Bartonella associados a linhagens especificas de hospedeiros podem atuar
como agentes zoonéticos. Dada a diversidade de genotipos de Bartonella identificados
no presente estudo, o spillover de cepas de Bartonella de ambientes naturais para areas
urbanas e residenciais € altamente provavel e pode representar um risco para muitas
populagdes humanas. S&o necesséarias mais pesquisas com abordagens no contexto da
Saude Unica, para compreender as interagdes entre a vida silvestre, os animais domésticos
e seus ectoparasitas, a fim de uma melhor compreensao da dindmica dos padrbes de
infecgé@o por Bartonella.
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