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RICKETTSIAS LATO SENSU EM QUIROPTEROS NO
RIO DE JANEIRO: UM ESTUDO PILOTO
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RESUMO: O continuo processo de
urbanizagdo e o avango humano sobre
0s ecossistemas naturais tém provocado
mudancas nos habitats, possibilitando,
consequentemente, 0 maior contato
de populagbes humanas e de animais

silvestres. Fatores epidemioldgicos,
ecoloégicos e imunologicos permitem
que o0s morcegos transmitam  um

espectro cada vez mais reconhecido de
agentes zoonoticos e as proteobactérias
estdo entre os patdogenos emergentes
recentemente identificados nesses
animais. Embora o numero de publicacdes
sobre  proteobactérias dos  géneros
Rickettsia, Bartonella, Coxiella, Ehrlichia
e Anaplasma (rickettsias lato sensu) em
animais vertebrados e invertebrados venha
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aumentando nos ultimos anos, no Brasil, o papel dos quirépteros no ciclo natural desses
agentes é desconhecido. Com o objetivo de analisar a participacdo dos quiropteros na
epidemiologia das doengas causadas por proteobactérias, um estudo piloto foi desenvolvido
na Estacado Biolégica Fiocruz Mata Atlantica (EFMA) no municipio do Rio de Janeiro, Brasil.
Andlises moleculares foram realizadas em amostras de tecido de morcegos capturados no
periodo de 2014—2015 na EFMA, macrorregido de Jacarepagua, localizada na vertente leste
da Floresta da Pedra Branca. Um total de 44 animais foi capturado e submetido a reacéo de
PCR utilizando oligonucleotideos para genes especificos de cada agente estudado. O DNA
de Rickettsia spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. néo foi amplificado em nenhuma das
amostras testadas. Trés amostras (6,8%) das espécies Artibeus lituratus e Artibeus fimbriatus
foram positivas para o gene htpAB de Coxiella burnetii. Dez amostras (22,7%) pertencentes
as espécies Desmodus rotundus, Sturnira lilium, A. fimbriatus e Artibeus obscurus foram
positivas para Bartonella spp. O presente estudo piloto possibilitou o relato da infecg¢éo por C.
burnetii e Bartonella spp. em quirdpteros no Rio de Janeiro. Estudos futuros séo necessarios
para determinar o papel dos morcegos e seus ectoparasitas na ecologia destes patdgenos,
bem como a influéncia desta relagédo patdgeno/hospedeiro na saide humana e animal.
PALAVRAS-CHAVE: Quirépteros, Zoonoses, Bartonella spp., Coxiella burnetii, Mata
Atlantica.

INTRODUCAO

Quirépteros e a transmisséo de agentes infecciosos

Atualmente existem pouco mais de 6400 espécies de mamiferos e, dentre estes,
destacam-se os morcegos, animais que fazem parte de um dos grupos mais diversos
globalmente, padrédo que se repete na regido Neotropical, a mais rica em espécies de
mamiferos do planeta. Os quirépteros possuem diversas fungdes nos ecossistemas, com
destaque para a dispersao de sementes, a polinizagcéo e o controle de insetos, alguns deles
pragas agricolas (KUNZ et al., 2011; BURGIN et al., 2018).

Os morcegos, pertencentes a ordem Chiroptera, estdo amplamente distribuidos
geograficamente e encontrados em todos os continentes, exceto na Antartica (SCHIPPER
etal., 2008). Entre os mamiferos, eles sdo os Unicos que apresentam capacidade de realizar
0 voo ativo e, consequentemente, sdo capazes de se deslocar por grandes distancias para
o forrageio (HAYMAN et al., 2013; IRVING et al., 2021). Assim, sdo muitas as caracteristicas
pelas quais se atribui a capacidade dos quirépteros em albergar patégenos, em especial a
capacidade de voo, um processo evolutivo determinante para a longevidade e adequacéo do
funcionamento imunolégico desses animais. Estas caracteristicas permitem, desta forma,
entre outros aspectos, a mediacdo do estresse oxidativo mitocondrial, que é considerado
um dos principais fatores relacionados a alta resisténcia a patégenos intracelulares e a
supressao de fatores tumorais nestes vertebrados (WANG et al., 2011; O'SHEA et al., 2014;
BROOK & DOBSON, 2015). Em contraste, em relagdo as infecgbes extracelulares, os
morcegos permanecem vulneraveis como observado na doenga emergente causada pelo
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fungo da espécie Geomyces destructans, agente da sindrome do nariz branco (do inglés
white-nose syndrome) que tem afetado populagdes de diversas espécies norte americanas
(HOYT et al., 2021).

As caracteristicas descritas acima associadas com a capacidade de habitar uma
infinidade de nichos ecolo6gicos, a sua diversidade alimentar, incluindo frutos, néctar, insetos,
pequenos vertebrados ou uma combinacao desses (onivoros), tornam os morcegos um dos
grupos de mamiferos mais bem-sucedidos na Terra, aumentando, assim, o interesse global
nesses mamiferos como hospedeiros/reservatérios potenciais de patdgenos zoonoéticos
(KUNZ et al., 2011; MUHLDORFER, 2013; BROOK & DOBSON, 2015; IRVING et al., 2021).

Embora nao seja a ordem de mamiferos mais rica em espécies entre os hospedeiros
de agentes zoonoticos, os morcegos hospedam mais patdgenos por espécie do que as
demais ordens e a maioria dos eventos de spillover desses agentes para os seres humanos
resulta em infeccdes com alta probabilidade de disseminacéo (LUIS et al., 2013; JOFFRIN
et al., 2018). Diante deste contexto, os morcegos tém chamado a atencdo da comunidade
cientifica nas ultimas décadas por se apresentarem como hospedeiros importantes para
muitos microrganismos relacionados a doengcas humanas emergentes. Reconhecidos
por albergarem e transmitirem diversos agentes infecciosos de importancia para saude
publica como os virus da raiva e coronavirus, além do histoplasma, entre outros, estudos
tém apontado os quiropteros também como potenciais hospedeiros de proteobactérias
pertencentes aos géneros Rickettsia, Bartonella e Coxiellacom a participacao de diferentes
espécies de artropodes em ciclos zoonéticos complexos (MUHLDORFER, 2013; TOZER et
al., 2014; STUCKEY et al., 2017; MATEI et al., 2021).

As evidéncias atuais sugerem que as mudancas ambientais e as interagbes entre
animais silvestres, animais de producdo e os humanos contribuem para a disseminagéo
de agentes infecciosos de morcegos para outros hospedeiros (HAYMAN et al., 2013;
WHITE; RAZGOUR, 2020). Um numero crescente de estudos investigando a diversidade
e a dinamica da infecgdo de patégenos de morcegos vem sendo publicado, no entanto,
como esses agentes infecciosos séo transmitidos tanto entre espécies de morcegos quanto
para outros hospedeiros, incluindo humanos, essas informagbes geralmente permanecem
desconhecidas (JOFFRIN et al., 2018; WHITE; RAZGOUR, 2020).

Adicionalmente, uma grande diversidade de artropodes, como mosquitos, acaros,
moscas, pulgas e carrapatos, pode ser encontrada em habitats ocupados por morcegos,
particularmente em cavernas (DURON et al., 2014; STUCKEY et al., 2017). Até o0 momento,
o papel dos artropodes hematéfagos de morcegos na disseminagdo de patdgenos para
o0s humanos permanece, portanto, especulativo, mesmo que alguns desses ectoparasitas,
como pulgas e carrapatos, possam acidentalmente parasitar humanos (STUCKEY et
al., 2017). No entanto, existem relatos quanto a detec¢do da protobactéria Bartonella
mayotimonensis, agente etiolégico de endocardite em humanos, tanto no sangue de
morcegos quanto nas pulgas coletadas desses animais, sugerindo que a possibilidade
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de transmissdo desse agente para humanos por picadas de pulgas ou pelo contato com
suas fezes deva ser considerada (VEIKKOLAINEN et al., 2014). Mais recentemente, com
a metagendmica, uma grande diversidade de agentes potencialmente zoonéticos tem
sido descrita em ectoparasitas de morcegos, incluindo diversas espécies de rickettsias
lato sensu, mas essas investigacdes em diversas partes do mundo permanecem escassas
(SOCOLOVSCHI et al., 2012; REEVES et al., 2016; CICUTTIN et al., 2017; CORDUNEANU
et al,, 2021; MATEI et al., 2021).

Rickettsias /lato sensu

A definicdo “rickettsia” foi muito utilizada como um termo genérico para muitas
bactérias pequenas intracelulares que, transmitidas por ectoparasitas, ndo podiam ser
cultivadas em meio axénico até a década de 1980, quando o progresso taxonémico alterou
profundamente esta definicdo, com a introdugéo de técnicas moleculares (BRENNER et al.,
1993). Desde entéo, foi possivel realizar novas abordagens para inferéncias filogenéticas
e taxon6micas a partir do estudo da genética e da evolugdo no conhecimento do genoma
(OGRZEWALSKA et al., 2017).

Rickettsias lato sensu, entédo, pode ser definida como um grupo cosmopolita de
bactérias Gram-negativas, intracelulares obrigatérias, reconhecidas como proteobactérias
dos subgrupos a-1 (géneros Rickettsia, Ehrlichia e Anaplasma), a-2 (género Bartonella) e
Y-proteobactérias (género Coxiella), historicamente pertencentes a ordem Rickettsiales,
familia Rickettsiaceae, e que atualmente se encontram reorganizadas e consideradas
como familias distintas de bactérias (BRENNER et al., 1993; DRANCOURT & RAOULT,
1994). A familia Bartonellaceae (ordem Rhizobiales) assim como a bactéria Coxiella burnetii
(Legionellales: Coxiellaceae) foram retiradas da ordem Rickettsiales, que agora inclui duas
familias, Anaplasmataceae e Rickettsiaceae (BRENNER et al., 1993; VITORINO et al.,
2007). No entanto, esses agentes ainda séo comumente estudados dentro do campo da
rickettsiologia e para os fins deste capitulo iremos considera-los um conjunto, principalmente
pelas inimeras caracteristicas comuns que apresentam, incluindo a capacidade de infectar
uma ampla gama de espécies de artropodes e vertebrados domésticos e silvestres.

Muitas doengas humanas tém como agentes etiolégicos as rickettsias lato sensu,
incluindo a febre maculosa brasileira, tifo epidémico, ehrlichiose, febre Q/ coxielose, doenga
da arranhadura do gato (DAG) / bartonelose, anaplasmose granulocitica e endocardites,
entre outras, transmitidas em sua maioria por artropodes, como acaros, carrapatos, piolhos
e pulgas, ou por contato direto com animais e suas excretas (LEMOS, 2013), e que seréao
apresentadas de forma resumida a seguir.

Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. tém os carrapatos como principais vetores,
especialmente os géneros Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus e Amblyomma, que

contribuem para a circulagdo bacteriana no ambiente. Essas bactérias sdo capazes de
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causar uma infeccao persistente no hospedeiro vertebrado (RAR; GOLOVLJOVA, 2011).
A gama de potenciais hospedeiros vertebrados de espécies pertencentes a esses dois
géneros ndo estd completamente definida devido a falta de sinais clinicos em muitos
hospedeiros reservatorios ou pela escassez de estudos sobre o tema em alguns grupos de
vertebrados. Mamiferos como caes, ruminantes domésticos e silvestres, especialmente os
cervideos, sdo considerados os principais hospedeiros amplificadores para essas bactérias,
mas pequenos mamiferos, como roedores também podem atuar como amplificadores para
algumas espécies (RAR; GOLOVLJOVA, 2011; SANTOS et al., 2013; FERREIRA et al,,
2014; ANDRE, 2018). Cinco membros da familia Anaplasmataceae sdo conhecidos por
causar doenga em humanos, principalmente as espécies Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma
phagocytophilum e Ehrlichia ewingii (ISMAIL et al., 2010). No Brasil, estudos sorologicos
e moleculares tém avaliado a ocorréncia dessas bactérias especialmente em cées e gatos
e a ehrlichiose monocitica canina causada pela espécie E. canis tem sido a doenga mais
amplamente relatada no Brasil (LEMOS, 2013; FERREIRA et al., 2014). Em relagdo a
infeccé@o na populagdo humana, apesar do agente etiol6gico ainda néo ter sido identificado
causando doenca em humanos no Brasil, estudos mostraram evidéncia sorolégica de
ehrlichiose humana em Minas Gerais (COSTA et al., 2006).

O género Rickettsia € composto por grupos complexos de bactérias intracelulares
obrigatorias, agentes patogénicos e ndo patogénicos (SALJE, 2021). Atualmente os
agentes pertencentes ao género Rickettsia tém sido divididos geneticamente em quatro
grupos: Grupo Ancestral, Grupo do Tifo, Grupo Transicional e Grupo da Febre Maculosa
(RGFM), que abriga mais de 25 espécies com 16 associadas com doeng¢as humanas
confirmadas, incluindo a espécie Rickettsia rickettsii, o protétipo do grupo da febre
maculosa, considerada a espécie mais patogénica e importante do género no mundo, além
de ser a espécie mais bem caracterizada no Brasil (LEMOS, 2013; VITORINO et al., 2007;
SALJE, 2021). O microrganismo é transmitido aos humanos pela picada de carrapatos,
especialmente por Amblyomma sculptum, considerado o vetor primario no Brasil, e
Amblyomma aureolatum, presente em areas remanescentes de Mata Atlantica na regiao
Sudeste, além de Amblyomma ovale (KATZ et al., 2009; OGRZEWALSKA et al., 2012). No
carrapato, a bactéria pode ser transmitida pela via transovariana, transestadial e horizontal,
durante o repasto sanguineo em um hospedeiro pré-infectado com as rickettsias, aspectos
biolégicos que permitem ao carrapato permanecer infectado durante toda a vida e por
muitas geracdes apds uma infeccdo primaria, sendo assim caracterizado como reservatorio
(SOCOLOVSCHI et al., 2009; DE LA FUENTE et al., 2017).

Desde os primeiros estudos de Rickettsia em mamiferos silvestres publicados na
década de 1950, as publicagdes sobre as infecgdes causadas por essas proteobactérias,
apesar de amplas, tém sido restritas a animais domésticos e artropodes (MAGALHAES,
1953; LEMOS et al., 1996; OGRZEWALSKA et al., 2012; COELHO et al., 2016; ROZENTAL
et al.,, 2017; GRUHN et al., 2019).

Biodiversidade e saude na Estacéo Bioldgica Fiocruz Mata Atlantica: pesquisa Capitulo 10
conservagao e educagéo

223



O género Bartonella é composto por um grupo de bactérias hemotrépicas
transmitidas principalmente por picadas de pulgas para uma variedade de hospedeiros
mamiferos, incluindo roedores, gatos, cdes, humanos e morcegos (STUCKEY et al., 2017;
ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2018; KOSOQY et al., 2018). No Brasil poucas informacdes
estdo disponiveis sobre a diversidade de Bartonella. Até agora, B. henselae, B. quintana, B.
clarridgeiae, B. vinsoniisubsp. berkhoffiie B. vinsoniisubsp. arupensis ja foram identificadas
infectando humanos e animais (LAMAS et al., 2008; GONCALVES et al., 2016; FONTALVO
et al., 2017; ROZENTAL et al., 2017; FERREIRA et al., 2018; GONCALVES-OLIVEIRA et
al., 2020; SOUZA et al., 2021). Para informacdes mais detalhadas sobre as bartonelas,
consultar o capitulo intitulado “Investigacédo da ocorréncia e diversidade de Bartonella em
morcegos, roedores, marsupiais e saguis” de autoria de Gongalves et al. (2022).

Coxiella burnetii, o agente causador da febre Q, é transmitida a humanos e animais
principalmente pela inalacdo de aerossois ou excrementos contaminados como leite, fezes,
urina, saliva e produtos de concepg¢des (placenta, secre¢des vaginais, fluidos amnibticos)
derivados de infec¢des animais. Esta forma de transmisséo se deve ao fato de que esta
bactéria possui uma capacidade de sobrevivéncia extracelular e uma resisténcia a ruptura
fisica e quimica, devido a diferenciagdo esporogénica para produzir formas resistentes
“esporo-like”, caracteristica que possibilita a sua permanéncia por longos periodos no
ambiente (LEMOS, 2013; MILLION & RAOULT, 2015; DAMASCENO & GUERRA, 2018).

Uma grande variedade de animais pode ser infectada com C. burnetii, incluindo
mamiferos, passaros e artropodes, principalmente carrapatos, que sao suspeitos de ter
um papel na transmisséo da bactéria entre vertebrados, especialmente roedores. Todos os
mamiferos quando infectados excretam C. burnetii resistente a dessecagéo na urina, fezes,
leite e, principalmente, nos produtos de nascimento (EPELBOIN et al., 2016; GONZALEZ-
BARRIO & RUIZ-FONS, 2019). No Brasil, apesar da existéncia de evidéncias sorolbgicas
de febre Q desde os anos 1950, relatos dessa zoonose tém sido raros e associados a
pequenos surtos em ambientes rurais e periurbanos (BRANDAO et al., 1953; LEMOS et al.,
2010; ROZENTAL et al., 2012; LEMOS et al., 2016; MARES-GUIA et al., 2016; ROZENTAL
et al., 2020).

Rickettsias /ato sensu, Mata Atlantica e quirdpteros

Nos ultimos anos, estudos tém apontado os morcegos como hospedeiros dessas
proteobactérias em todo o mundo. A crescente diversidade e a aparente associagédo de
determinadas espécies de Bartonella spp. encorajam a realizagdo de investigacbes e de
vigilancia, especialmente em ambientes silvestres para melhor compreender os ciclos
naturais de transmisséo desses patbgenos em quirdpteros, especialmente no Brasil, onde
pouca atencao foi dada para essa tematica até a ano de 2013.

No Brasil, a espécie de morcego vespertilionideo Histiotus velatus e os filostomideos
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Carollia perspicillata e Desmodus rotundus foram considerados potenciais reservatorios de
rickettsias em um estudo experimental na década de 1950 (MAGALHAES, 1953). Ap6s
mais de 50 anos, um estudo realizado na cidade de Sao Paulo revelou que morcegos
molossideos, vespertilionideos e filostomideos foram sororreativos para RGFM (D’AURIA
et al., 2010). No entanto, considerando que se trata de uma evidéncia sorolégica, o real
papel dos morcegos como hospedeiros e mantenedores do ciclo natural dessas bactérias
na natureza ainda permanece desconhecido em nosso pais.

Neste contexto, obter conhecimento sobre epidemiologia de doencas e ecologia
dos reservatorios € fundamental para avaliar de forma mais efetiva os desafios associados
com saude humana e conservagéo desses animais (BROOK; DOBSON, 2015). Assim, a
implementagéo de abordagens de Satde Unica parece essencial, estratégica e benéfica
para um desenvolvimento sustentavel, particularmente para as popula¢gdes que vivem
em areas com maior risco de surgimento de doencas transmitidas por animais silvestres
(hotspots de zoonoses) (HAYMAN et al., 2013; JOFFRIN et al., 2018). Especialmente
em areas de grande biodiversidade, como a Mata Atlantica do Brasil, onde um estudo
conduzido pelo nosso grupo no RJ, entre os anos de 2007 e 2012, identificou a presenca
infeccdo por C. burnetii (4,6% [6/131]) e Bartonella spp. (17,6% [23/131]) em 22,1%
(29/131) dos roedores silvestres coletados em diferentes regides fluminenses, inclusive
com a detecgéo de coinfecgdo em 1,5% (2/131) dos roedores (ROZENTAL et al., 2017). Ha
que se registrar que esse foi o primeiro relatado de infec¢gbes naturais por C. burnetii, B.
doshiae e B. vinsonii em roedores silvestres da Mata Atlantica no Brasil, com destaque para
a alta prevaléncia e a potencial diversidade de proteobactérias que podem ser detectadas
em animais silvestres existentes nesse bioma (ROZENTAL et. al., 2017).

Com base nesse cenario, tendo em vista que os morcegos representam um dos
grupos de mamiferos mais diversos e abundantes e que sdo os vertebrados silvestres
que mais interagem com os humanos (MORATELLI; CALISHER, 2015), especialmente em
areas de transicdo entre o ambiente silvestre e urbano, foi proposto um estudo piloto na
Estacdo da Fiocruz Mata Atlantica (EFMA) com o objetivo de diagnosticar a situagéo da
presenca de rickettsias lato sensu em quirdpteros no municipio do Rio de Janeiro (2013-
2015), para a ampliagdo no conhecimento sobre esse grupo de patégenos pouco estudado
no ambiente silvestre brasileiro, de tal forma que sirva de parametros para fomentar estudos
futuros em outras areas do Brasil.

MATERIAL & METODOS

De dezembro de 2013 a maio de 2015, amostragens de morcegos foram realizadas,
apbs concessdo da licenga para coleta de campo fornecida pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sob o nUmero de processo
19.037-1. Os quiropteros foram capturados usando 10 redes de neblina no nivel do solo
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(9 x 3 m) abertas por seis horas a cada noite em bordas de floresta ou ao longo de trilhas
pré-existentes. Na base laboratorial de campo, os animais foram anestesiados, seguindo
os procedimentos preconizados (LEMOS; D’ANDREA, 2014), para identificacdo, coleta
dos dados bionémicos, sexagem e verificacdo de atividade reprodutiva. Apds a eutanasia,
por exsanguinacao, amostras de 6rgdos e visceras dos espécimes (rim, figado, pulméo e
coracao) foram acondicionadas em nitrogénio liquido e, quando possivel, armazenadas
em glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sédio 0,1M para analises por microscopia
eletrénica de transmisséo. Todos os procedimentos foram realizados seguindo os protocolos
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz
sob os processos CEUA P.62 /11-3 (LW-68/12) e P.42 /12 -1 (LW-81/12).

Os procedimentos de extragcdo de DNA foram realizados em cabine de biosseguranca
de fluxo laminar em um laboratério de Biosseguranca Nivel 3. O DNA foi extraido de 10
mg de cada tecido de morcego usando o kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi usada para detectar esses patégenos e o gene para o qual cada
agente patogénico investigado no estudo foi testado se encontra listado com mais
detalhes no Quadro 1: (i) Bartonella spp., para o gene gltA (ROZENTAL et al., 2017); (ii)
C. burnetii, oligonucleotideos especificos para amplificar o gene IS1111 (HOOVER et al.,
1992; MARES-GUIA et al., 2017); (iii) Rickettsia spp., uma sequéncia parcial do gene gltA
(ROZENTAL et al., 2017); e (iv) Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., para o gene 16S rRNA
(INOKUMA et al., 2000).

Quadro 1. Conjunto de oligonucleotideos utilizados para detec¢ao de DNA rickettsia lato sensu.

Agente Primers Sequéncias (5’ - 3’) Tfarr:;;:?‘ go
QBT-1 TATGTATCCACCGTAGCCAGC 687 ob
QBT-2 CCCAACAACACCTCCTTATTC P
Coxiella burnetii
QBT N3+ AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC 440 ob
QBT N4- CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC P
Ehrlichia spp. / EHR16SD GGTACCYACAGAAGAAGTCC 344 pb
Anaplasma spp.  EHR16SR TGCACTCATCGTTTACAG
gltA F1 GCTATGTCTGCVTTCTATCAYGA
Bartonella spp. 731 pb
gltA R1 AGAACAGTAAACATTTCN GTHGG
CS F1 CATCCTATGGCTATTATGCTTGC 885 ob
CS R1 TATACTCTCTATG(T/A)AC(A/G)T(A/G)ACC P
Rickettsia spp.
CSF2 CTTACCGCTATTAGAATGATTGC 579 ob
CSR2 GAGCGA(T/G)AGCTTCAAG(T/C)TCTAT P
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Para confirmar a amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com solugdo de GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA). Foi
usado como marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) e os produtos amplificados foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta
e registrados em sistema digital para documentacao de gel (Carestream GelLogic System).

Os produtos amplificados no tamanho de fragmento esperado foram purificados
utilizando o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band FPurification® (GE Healthcare, USA), de
acordo com as instru¢des do fabricante. Para a reacéo 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) e a corrida foi realizada em um
sequenciador ABI 3730xL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequéncias
de nucleotideos e seus cromatogramas foram analisados utilizando programa MEGA
6.0 (megasoftware.net). Uma sequéncia consenso foi estabelecida e as divergéncias de
nucleotideos foram esclarecidas pela anélise dos arquivos gerados pelo sequenciamento.

Amostras de tecido pulmonar (n = 2) e de tecido renal (n = 4) de animais positivos
para Bartonella spp. e C. burnetii, fixadas em glutaraldeido durante as atividades de campo
(Quadro 2), foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao para identificagdo
de proteobactérias nesses tecidos. Uma vez fixadas, as amostras foram lavadas em tampéao
cacodilato de sédio 0,1M, pés-fixadas em tetroxido de ésmio 2%, desidratadas em banhos
de acetona de concentragdes crescentes, infiliradas com resina epon e levadas a estufa a
60° C por trés dias para polimerizacdo (SESSO, 2007; BARRETO-VIEIRA et al., 2010). Os
blocos contendo as amostras foram seccionados em ultramicrétomo e as secg¢es ultrafinas
de 30 a 70 um foram contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS,
1963). As analises foram realizadas no microscopio eletrénico de transmissdo Hitachi HT
7800 do Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem, Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ).

Quadro 2. Microscopia eletrdnica de transmissao em amostras de tecido pulmonar e renal de animais
positivos para Bartonella spp. e C. burnetii, capturados na Estagédo da Fiocruz Mata Atlantica no Rio de

Janeiro.
ESPECIE SEXO TECIDO
Animais positivos para Bartonella spp.

Desmodus rotundus Macho Pulméo
Desmodus rotundus Fémea Rim
Sturnira lilium Macho Rim
Desmodus rotundus Macho Rim

Desmodus rotundus Fémea Pulméo

Animal positivo para Coxiella burnetii

Artibeus lituratus Macho Rim
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RESULTADOS

Os resultados apresentados sucintamente a seguir fazem parte da dissertagao
de mestrado intitulada “Estudo de rickettsias lato sensu em amostras de quirdpteros de
diferentes regiées do Brasil’, de autoria de Michelle Ferreira e se encontram também
publicados no periddico BMC Veterinary Research (FERREIRA et al., 2018).

Quirépteros

Do total de 44 morcegos capturados, foram identificados nove géneros e 12
espécies. As espécies mais capturadas foram (Tabela 1): Desmodus rotundus (n = 15),
Sturnira lilium (6), Carollia perspicillata (4), Artibeus lituratus (4), Artibeus fimbriatus (3),
Glossophaga soricina (2), Myotis nigricans (2), Sturnira tildae (2), Vampyressa pusilla (2),
Artibeus obscurus (1), Lonchophylla peracchii (1), Micronycteris minuta (1) e Micronycteris
sp. (1).

Deteccao de Anaplasma, Bartonella, Coxiella burnetii, Ehrlichia e Rickettsia

O DNA de Anaplasma spp., Ehrlichia spp. e Rickettsia spp. ndo foi amplificado
em nenhuma das amostras de morcegos testadas. O DNA de C. burnetii foi amplificado
em trés amostras (6,8%) dentre as 44 amostras de morcegos analisadas, sendo duas de
A. lituratus e uma de A. fimbriatus. A deteccdo génica de Bartonella spp. ocorreu em 10
espécimes (23%) das seguintes espécies: D. rotundus (n = 6), S. lilium (2), A. fimbriatus
(1) e A. obscurus (1). Coinfecgcdo dos agentes Bartonella spp. e C. burnetii foi detectada
em uma amostra de A. fimbriatus. Todas as amostras positivas foram sequenciadas para

confirmagéo da identificacdo dos agentes patogénicos.

Tabela 1. Quiropteros capturados na Estacéo da Fiocruz Mata Atlantica no Rio de Janeiro, nimero total
de espécimes e de animais infectados.

Amostras positivas por PCR

Téaxon e:&téili :125 . Bartonella e
Bartonella Coxiella Coxiella
Phyllostomidae
Carollia perspicillata 04 (9,1%)
Desmodus rotundus 15 (24,1%) 06 (40%)
Glossophaga soricina 02 (4,5%)
Lonchophylla peracchii 01 (2,3%) -
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Micronycteris minuta 01 (2,3%) - -

Micronycteris sp. 01 (2,3%)

Artibeus fimbriatus 03 (6,9%) 01 (33,3%) 01 (33,3%) 01 (33,3%)
Artibeus lituratus 04 (9,1%) 02 (50%)
Artibeus obscurus 01 (2,3%) 01 (100%)
Sturnira lilium 06 (13,6%) 02 (33,3%)
Sturnira tildae 02 (4,5%) -
Vampyressa pusilla 02 (4,5%)

Vespertilionidae

Myotis nigricans 02 (4,5%) ---

Total 44 (100%) 10 (23,0%) 03 (6,8%) 01 (2,3%)

Analises por microscopia eletronica de transmissdo em amostras de érgaos
de quirépteros positivos para Bartonella e Coxiella burnetii

Andlises ultraestruturais preliminares do tecido pulmonar de duas amostras
provenientes de D. rotundus positivos para Bartonella revelaram presenga exacerbada
de neutréfilos nos capilares (Figuras 1A, 1B e 1C), congestao vascular (Figuras 1B e
1C), edema nos capilares (Figura 1C), macréfagos alveolares (Figura 1C) e ativagdo de
células endoteliais (Figura 1D). Em tecido renal de amostras provenientes A. lituratus
positivo para C. burnetii (dado ndo apresentado) e de morcegos dos géneros Desmodus
e Sturnira positivos para Bartonella spp., a alteragdo morfolégica detectada, assim como
em tecido pulmonar, foi a presenca aumentada de neutrofilos associada com congestéao
vascular (Figuras 1E e 1F). Nenhuma bactéria semelhante as proteobactérias estudadas
foi detectada.
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Figura 1. Secgdes ultrafinas de tecidos pulmonar e renal de morcegos dos géneros Desmodus e
Sturnira positivos para Bartonella. A-D: Tecido pulmonar apresentando neutréfilos (N) em capilares
(C), congestao vascular (CV), com a presenca de edema nos capilares (asterisco), ativagdo de célula
endotelial (setas) e macréfagos (M) nos espacos alveolares (A); Eritrocitos (E). E- F: Tecido renal
apresentando neutréfilos (N) em capilares (C) e congestao vascular (CV). Fonte: Laboratério de
Morfologia e Morfogénese Viral IOC/Fiocruz, 2021.

DISCUSSAO

Deteccado de membros da familia Rickettsiaceae

Na pesquisa do genoma de Rickettsia spp. nenhuma amostra analisada apresentou
amplificagcdo do fragmento parcial do gene gltA, corroborando estudos semelhantes
realizados em morcegos na Argentina, Chile e Sudeste da Europa, que identificaram baixa
prevaléncia ou auséncia da presenca de fragmentos de DNA de Rickettsia em amostra
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de diferentes espécies de quiropteros (CICUTTIN et al., 2017; SZUBERT-KRUSZYNSKA
et al., 2019; MULLER et al., 2020; ZHAO et al., 2020; CORDUNEANU et al., 2021).
Adicionalmente, inquéritos sorolégicos demonstraram a possibilidade, diante do contato
com as rickettsias, dos morcegos atuarem como sentinelas da presenca dessas bactérias
na regido estudada (REEVES et al., 2006; D’AURIA et al., 2010), reforcando a afirmacao de
Rozental et al. (2019) de que a falta de amplificacdo de DNA de rickettsias em amostras de
animais silvestres €, de certa forma, um resultado esperado, uma vez que os vertebrados
atuam como amplificadores e fonte alimentar para os carrapatos, que sao de fato os
verdadeiros reservatérios dessas proteobactérias na natureza.

De fato, um numero crescente de rickettsias vem sendo detectado em carrapatos
e outros ectoparasitas de morcegos (SOCOLOVSCHI et al., 2012; DIETRICH et al., 2016;
AMARAL et al., 2018; IZZARD et al., 2018; SZUBERT-KRUSZYNSKA et al., 2020; ZHAO et
al., 2020). Aidentificacao de carrapatos da espécie Carios kelleyi positivos para presenca de
DNA de Rickettsia spp., inclusive com observacgdes laboratoriais que sugerem que o agente
pode ser mantido tanto pela via transestadial quanto pela via transovariana nessa espécie
de carrapato, confirmam a importancia do tema (LOFTIS et al., 2005; REEVES et al., 2006).
Desta forma, um namero maior de investigagdes precisa ser conduzido para entender o
real papel desses e outros ectoparasitas na transmisséo e manutencao de Rickettsia spp.
em ciclos enzoéticos envolvendo morcegos, uma vez que um estudo recente demonstrou
altas prevaléncias de infecg¢éo por esta proteobactéria em quirépteros (MATEI et al., 2021).

Um cenario semelhante ao descrito para Rickettsia spp. foi identificado na pesquisa
por proteobactérias da familia Anaplasmataceae, em que n&do houve amplificacdo de
fragmentos parciais de DNA em nenhuma das amostras incluidas neste estudo, em
consonancia com literatura disponivel sobre o tema, ja que artigos cientificos publicados
por grupos em diferentes regides do mundo demonstram baixa prevaléncia ou auséncia da
infeccdo por AnaplasmalErlichia spp. em quirépteros e seus ectoparasitas (LOFTIS et al.,
2005; SOCOLOVSCHI et al., 2012; REEVERS, et al., 2016; CICUTRIUM et al., 2017; HAN
etal., 2018; LV et al., 2018; SZUBERT-KRUSZYNSKA et al., 2019).

Agentes pouco conhecidos em morcegos e seus ectoparasitas, Ehrlichia spp. ja foi
detectada em amostra de sangue de Brachyphylla cavernarum na Asia e em carrapatos da
espécie Argas vespertilionis, assim como na Franca e no Reino Unido (SOCOLOVSCHI
et al,, 2012; LV et al.,, 2018; REEVES et al,, 2019). Recentemente, A. phagocytophilum
foi detectada em amostras de fezes de Rhinolophus hipposideros, com prevaléncias que
variaram de 0 a 82% em 23 col6nias investigadas na Franca, um resultado que permite
sugerir que essa detecgcdo é provavelmente um reflexo da presenca de DNA bacteriano
nas presas desses morcegos que incluem pequenos insetos, como mosquitos, moscas
e besouros, ou é decorrente de uma infec¢do persistente nos morcegos de vida longa,
semelhante ao que foi previamente proposto para Bartonella spp. em outras espécies de
morcegos (AFONSO; GOYDADIN, 2018).
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Apesar de néao ter sido possivel no presente estudo amplificar o DNA dessas
bactérias nos quirépteros capturados na EFMA, as evidéncias da circulagdo em quiropteros
e seus ectoparasitas, assim como a comprovacgdo de animais domeésticos e silvestres
infectados no territério brasileiro (LEMOS, 2013), reforgam a necessidade de mais estudos

nesses animais.

Deteccao de Coxiella burnetii

A pesquisa de C. burnetii na vida silvestre foi negligenciada por muitos anos, mesmo
com evidéncias robustas de que determinadas espécies de vertebrados selvagens se
comportam como verdadeiros reservatérios dessa bactéria. Nos Gltimos anos, estudos vém
demonstrando uma série de animais silvestres infectados por C. burnetii, incluindo ursos,
cervideos, porcos selvagens, aves, roedores e marsupiais (GONZALEZ-BARRIO; RUIZ-
FONS, 2019). No presente estudo foi possivel detectar a presenca de DNA de C. burnetii
em trés morcegos das espécies A. lituratus (2) e A. fimbriatus (1).

Os morcegos do género Artibeus pertencem a familia Phyllostomidae, subfamilia
Stenodermatinae e possuem habitos alimentares predominantemente frugivoros, mas que
eventualmente podem apresentar uma dieta mais generalista, alimentando-se de insetos,
pblen e néctar, com a formagéo de coldnias que chegam a mais de 20 individuos em época
reprodutiva (ESBERARD et al., 1998; REIS et al.,, 2013). As espécies A. lituratus e A.
fimbriatus séo capazes de percorrer longas distancias em uma noite. Costa et al. (2006),
relataram o deslocamento de um individuo de A. fimbriatus no RJ, que foi recapturado 20
dias ap0s a primeira captura, 21,7 km distante do local de marcacdo. Enquanto Reis et al.
(2012) relataram dois individuos de A. lituratus que foram recapturados a cerca de 20 km
do local de marcacéo, ap6s dois anos da primeira captura.

A literatura atual disponivel apresenta um namero restrito de relatos sobre o papel
dos morcegos no ciclo natural de C. burnetii. Em estudos em areas endémicas na Guiana
Francesa, nenhuma evidéncia de infecgéo foi observada nos animais testados (GARDON
etal.,, 2001; DAVOUST et al., 2014). No Chile, Muller et al. (2020) demonstraram a presenca
de DNA de C. burnetii em cinco amostras de bago de Tadarida brasiliensis. Ja na Australia,
fragmentos de DNA de C. burnetii foram amplificados a partir da urina de morcegos do
género Pteropus, sugerindo o potencial desses animais como dispersores dessa bactéria
no ambiente podendo, entédo, atuar como fonte de infecgdo para humanos e para outros
animais por meio da inalagédo de aerossois a partir de excretas desses animais (TOZER et
al., 2014).

Assim, somando este achado as caracteristicas dos quir6pteros do género Artibeus,
pode-se especular que esses animais contribuam para a dispersdo e transmisséo de C.
burnetii no ambiente, considerando que esta proteobactéria pode ser excretada em altas

quantidades e que ¢ altamente resistente as mais diversas condigées ambientais, podendo
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sobreviver durante varias semanas fora de um hospedeiro, além de ser facilmente carreada
pelo ar (MAURIN; RAOULT, 1999). Este fato é de extrema importancia, por caracterizar os
morcegos como potenciais fontes de infeccdo e de disseminagéo das formas resistentes
“esporo-like” de C. burnetii para humanos e outros mamiferos.

Coxiella burnetii € o agente etioldégico da febre Q em humanos e da coxielose em
animais. Como as demais doencgas que afetam a fauna silvestre, a coxielose é dificil de ser
detectada e os casos reportados na literatura constituem apenas uma fragéo dos casos reais
(GORTAZAR et al., 2010; GONZALEZ-BARRIO; RUIZ-FONS, 2019). As manifestagées
clinicas de coxielose em animais estao relacionadas a disturbios reprodutivos como abortos
esponténeos, natimortos e malformacdes relatadas em uma ampla gama de mamiferos,
constituindo, assim, um potencial risco para a manutencdo de diversas espécies de
animais, especialmente aquelas ameagadas de extincdo (DUNCAN et al., 2012; CARON
et al., 2013; KREIZINGER et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018). A deteccéo de C. burnetii
apresentada no presente estudo deve servir como um alerta para aqueles profissionais
que atuam nos programas de conservacao de quirdpteros, considerando a importancia de
incluir essa bactéria na investigagéo de disturbios reprodutivos em animais de vida livre ou
naqueles mantidos em cole¢des ou santuarios destinados a criagcdo desses vertebrados.

A febre Q é considerada uma zoonose de distribuicdo mundial, associada
majoritariamente ao contato com animais de criagdo, especialmente ruminantes como
gado, ovelhas e cabras. O maior risco de infec¢do humana estd associado a inalagao
de aerossois contendo C. burnetii proveniente de material de parto ou aborto desses
animais (MARES-GUIA et al., 2014; EPELBOIN et al., 2017; OGRZEWALSKA et al., 2017;
DAMASCENO; GUERRA, 2018). No entanto, a exposi¢do a animais silvestres vem sendo
recorrentemente considerada também um fator de risco para infeccdo humana, tornando-
se, assim, uma importante fonte de infecgdo (WHITNEY et al., 2009; DAVOUST et al., 2014;
TOZER et al., 2014; SCHLEENVOIGT et al., 2015; FLINT et al., 2016).

No Brasil, sdo poucos os relatos que auxiliam no entendimento da epidemiologia
de C. burnetii. Merece destaque o estudo de soroprevaléncia realizado na regido de
Jacarepagua, no municipio do Rio de Janeiro, em pacientes HIV-positivos atendidos em
servico de salde na regido administrativa de Jacarepagua (onde se localiza a EFMA),
em que nosso grupo de pesquisa identificou uma prevaléncia para C. burnetii de 3,2%,
associada a uma infeccdo crénica (LAMAS et al., 2009). Ainda no RJ, o primeiro caso
confirmado no Brasil, por analise molecular, de febre Q foi no municipio de Itaborai,
regido metropolitana, onde a infecgdo por C. burnetii foi identificada em humanos, caes,
ovelhas e cabras (LEMOS et al., 2011). A continuidade do inquérito epidemiol6gico nessa
regido identificou, ap6s quatro anos do primeiro achado, novos focos de infecgéo por C.
burnetii em animais domésticos e ectoparasitas nos arredores do primeiro local de estudo,
revelando a presencga, a propagacgédo e a transmissao desse agente em territorio fluminense
(LEMOS et al., 2011; ROZENTAL et al., 2012; LEMOS et al., 2018; MARES-GUIA et al.,
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2014). Posteriormente, em 2013, roedores silvestres foram capturados no municipio de
Pirai/RJ e a analise laboratorial confirmou animais PCR positivos para a presenca de C.
burnetii (ROZENTAL et al., 2017).

Embora a ocorréncia de infeccdo de quirdpteros observada na EFMA tenha sido
baixa, pode-se inferir que os morcegos séo uma fonte potencial de C. burnetii e que esses
animais podem possuir um papel chave na transmissdo e na propagac¢édo da bactéria
do ciclo silvestre para o rural, na transmisséo animais de criacdo e de companhia, em
arredores de fazendas e na potencial transmisséo direta para humanos. Apesar das rotas
de transmissdo de C. burnetii de morcegos néo terem sido investigadas até o momento,
a potencial transmissdo envolvendo a inalagdo de bactérias aerossolizadas de solo
contaminado por outros animais silvestres ja foi sugerida (MEERBURG; REUSKEN, 2011).

Essas informag¢des somadas aos achados obtidos no estudo em quirdpteros
realizados na EFMA sugerem a existéncia de um complexo ciclo de transmisséo de C.
burnetii que pode estar envolvendo um extenso nimero de animais silvestres, fato que
aponta para a necessidade de estudos futuros nas areas do territrio nacional onde casos
de febre Q tenham sido confirmados.

Deteccao de Bartonella

Em relagdo ao estudo com Bartonella spp., ap6s recentes relatos de infeccdo em
morcegos em diferentes regides do mundo, foi possivel obter evidéncias adicionais de que
as bartonelas também séo prevalentes em popula¢des de morcegos no Brasil. Em geral, as
diversas espécies de Bartonella sdo consideradas agentes transmitidos por uma variedade
de ectoparasitas vetores (BREITSCHWERDT et al., 2000). Os quirdpteros sao parasitados
por uma grande diversidade de ectoparasitas, incluindo dipteros, pulgas, carrapatos moles
e acaros, alguns dos quais altamente especificos para os morcegos (BERTOLA et al., 2005).
Somado a isto, a tendéncia a formagdo de colbnias e até compartilhamento de abrigos
como acontece com as espécies C. perspicillata e Phyllostomus discolor (e.g., REIS et al.,
2013) podem contribuir para a transmisséo frequente de Bartonella spp. intraespécies e
interespécies. Em um estudo realizado por Ducan et al. (2007) foi possivel detectar o DNA
de Bartonella spp. na saliva de cées, sugerindo a possibilidade de transmissédo dessas
bactérias através de mordedura. Diante desse estudo, a inclusdo da espécie D. rotundus
como potencial hospedeira de bartonelas merece aten¢do, uma vez que esses animais
mantém uma dieta exclusivamente hemat6faga (GREENHALL et al., 1983). Pertinente
reforcar que atualmente D. rotundus continua sendo considerado o mais importante
reservatoério e vetor do virus da raiva (SCHNEIDER et al., 2009; CORREA et al., 2013).

Muitas lacunas ainda ndo foram preenchidas no que diz respeito ao papel dos
morcegos como hospedeiros de Bartonella spp. na natureza. Diante do nimero crescente
de espécies de Bartonella que vem sendo descrito, em especial as associadas a doenca
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humana, a inclusdo dos quiropteros no contexto de hospedeiro dessas bactérias € de
essencial importancia para a compreenséo do ciclo de perpetuacdo desses agentes na
natureza. Ndo obstante os dados inéditos discutidos acima, no estudo foi identificada
pela primeira vez um quiréptero, da espécie A. fimbriatus, coinfectado com C. burnetii e
Bartonella spp., reforcando, assim, o potencial dos quiropteros para hospedar patégenos
bacterianos.

Deve ser ressaltado que a importancia deste estudo é realcada pela publicacdo de
Luis et al. (2013), na qual os autores compararam 0s morcegos com 0s roedores como
reservatérios de virus zoonoéticos. Neste estudo foi demonstrado que os morcegos abrigam
um numero muito maior de virus zoonéticos quando comparados com os roedores e 0 nivel
de contato interespecifico frequentemente observado em abrigos formados por um conjunto
diversificado de espécies de morcegos € uma das justificativas. Assim, &€ bem possivel que
esse modelo possa ser aplicado também para as bactérias zoonéticas, considerando mais
uma vez que a sobreposicdo 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 (LUIS et al., 2013).

Membros da familia Streblidae ja foram encontrados infectados por Bartonella spp.
em Gana, Costa Rica, Nigéria e EUA, como citado anteriormente (REEVES et al., 2005;
KAMANI et al., 2014; JUDSON et al., 2015; BILLETER et al., 2019). Em um estudo realizado
na Costa Rica, Judson et al. (2015) observaram uma associag¢ao 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 0s morcegos. Entretanto, vale ressaltar que a presenga do agente nos dipteros estudados
nao comprova sua competéncia vetorial.

CONCLUSAO

Considerando a complexidade dos ciclos das rickettsias /ato sensu na natureza, os
quirépteros ndo podem ser desconsiderados como importantes atores nos ciclos silvestres
e como possiveis elos entre os ciclos silvestres e periurbanos. A realizagdo desse estudo
pioneiro no Brasil demonstra a importancia e a necessidade de uma vigilancia abrangente
desses agentes. E importante reforgar, como informado previamente, que os resultados
apresentados neste capitulo possibilitaram o primeiro registro da infec¢éo por C. burnetii e
Bartonella spp. em quirdpteros no pais (FERREIRA et al., 2018).

A partir da experiéncia e dos resultados preliminares obtidos nesse projeto piloto,
foi possivel a realizagéo de outros estudos com quirépteros em diferentes regides da Mata
Atlantica, um na area protegcdo ambiental (APA) do Pratigi no Sul da Bahia (13°50'43.3”,
S 39°16’17.0” W) e no Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST), em Santa Catarina
(27°44°30.8” S, 48°48’26.7” W), além da continuacdo e expanséo das atividades realizadas
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na EFMA, com a inclusdo da investigacdo de outras ordens de animais que culminaram
no trabalho apresentado no capitulo de autoria de Gongalves e colaboradores deste livro
(FERREIRA et al., 2018; GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2020). Por fim, esperamos que este
capitulo consiga incentivar mais pesquisas nesta temética para que se possa determinar
o real papel dos quirdpteros e seus ectoparasitas na ecoepidemiologia desses patégenos,
bem como a influéncia que essa relagéo patdégeno e hospedeiro pode ter sobre a saude
humana e animal.
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