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INTRODUCAO

Em ambientes naturais o comportamento dos parasitos em relacao a seus hospedeiros é
o resultado de uma interacdo complexa e duradoura, resultando no equilibrio entre as partes,
cientificamente conhecida como coevolu¢do (SANGIONI et al., 2005). O desequilibrio dessa
interagdo ocorre como consequéncia das alteracdes ambientais naturais ou da degradacdo
ambiental antrépica ou ambos (SANGIONI et al., 2005).

Com o avango agricola, urbanizagao e invasdo do habitat natural pelos seres humanos,
o contato entre animais selvagens e seus parasitos ¢ o homem tem ficado cada vez mais
préximo, possibilitando a circulagdo de zoonoses emergentes e reemergentes. A comunidade
cientifica mundial relata a urgéncia em se pesquisar todos os aspectos relacionados as zoonoses

associadas aos animais selvagens, ja que os surtos dessas doencas sdo cada vez mais frequentes
(JONES et al., 2008).

O estudo de agentes zoonoticos em morcegos vem apresentando elevado interesse por
parte da comunidade cientifica, devido aos inumeros nichos ecoldgicos ocupados por esses
animais e pela oportunidade de adaptacdo de agentes infecciosos dos quirdpteros a outras
espécies animais ¢ a0 homem. Uma vez que os estudos sobre a presenga de protozoarios,
notadamente da familia Sarcocystidae sdo escassos na literatura sobre parasitos de quirdpteros,
que ¢ proposto a detec¢ao molecular de protozoarios desta familia em tecidos de quirdpteros
coletados no Estado da Bahia.

METODOLOGIA

Apds apresentacdo e aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais, quirdpteros
foram capturados com puca em ambientes fechados e pela instalagdo de redes de neblina em



locais abertos. Todas as coletas foram realizadas na Bahia no periodo de maio de 2019 a
setembro de 2023. A eutanasia foi realizada por administracao de quetamina e xilazina em dose
anestésica seguida de aprofundamento do plano anestésico induzido por excesso de quetamina,
de acordo com os procedimentos sugeridos pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV, 2013).

Os individuos coletados foram tombados e depositados na Cole¢do de Mamiferos da
Divisdo de Mamiferos do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
UEFS. As amostras de tecidos (figado e bago, musculatura peitoral e intestino) foram coletadas
no Laboratorio de Analises Clinicas e Parasitologia na UEFS, maceradas com cadinho e pistilo,
As amostras foram extraidas com kit comercial para extragdo de DNA e RNA de tecido animal
(Loccus®) conforme instrucdes do fabricante em extrator semi-automatico Extracta-32 e
acondicionadas a -80°C até a fase de testes moleculares.

A pesquisa de DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae foi realizada pela nested-
PCR conforme descrita por Da Silva et al (2009). Em cada lote de 16 amplificagdes foi
adicionado um controle negativo (agua ultrapura) e um controle positivo (taquizoitos da cepa
RH de Toxoplasma gondii fixados em formalina cedidos pelo Laboratorio de Toxoplasmose
do Instituto Evandro Chagas).

A eletroforese em gel de agarose foi realizada com Syl dos produtos amplificados em
gel 1,5%, corante (GelRed®), marcador de peso molecular de 100 pares de base (pb) e corrida
de 80 volts por 80 minutos. A visualizagdo foi feita com transiluminador e a imagem capturada
com camera acoplada. As amostras que apresentaram bandas fortes com peso molecular de
aproximadamente 300 pares de base (pb) foram consideradas positivas e serdo submetidas ao
sequenciamento tipo Sanger para obtenc¢ao da sequéncia nucleotidica completa e confirmagao
dos resultados com comparagao destas sequéncias com aquelas depositadas no National Center
for Biotechnology Information (NCBI).

Os resultados da nested PCR foram tabulados com as variaveis sexo, familia, guilda
alimentar e local de coleta e analisadas em tabelas de contingéncia pelo teste de %> de Pearson
com corre¢do de continuidade, considerando-se 0=0,05. Em todas essas analises foi utilizado
o programa Epilnfo 7 (DEAN et al., 2011). Variaveis com valores de P menores que 0,20 foram
reavaliadas pela regressdo logistica backward stepwise, computando a significancia estatistica
da exclusdo de cada variavel pelos testes de razao de verossimilhanca ajustado pelo teste de
Hosmer-Lemeshow (Valor de P < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 12 expedi¢des para coletas de animais e capturados 186 morcegos,
sendo 100 (53,8%; 1C95%: 46,3 - 61,0) em Santo Amaro, 64 (34,4%; 1C95%: 27,6 - 41,7) em
Feira de Santana e 22 (11,8%; 1C95%: 7,5 - 17,3) em Barra, todos no estado da Bahia. Os
animais foram identificados sendo pertencentes a seis familias: Phyllostomidae 109 (58,6%;
1C95%: 51,1 - 65,7), Molossidae 45 (24,2%; 1C95%: 18,2 - 31,0), Vespertilionidae cinco
(2,7%; 1C95%: 0,8 - 6,1), Glossophagine sete (3,8%; [C95%: 1,5 - 7,6), Emballonuridae seis
(3,2%; IC95%: 1,1 - 6,9), Noctilionidae cinco (2,7%; 1C95%: 0,9 - 6,1) e nove (4,8%; 1C95%:
2,2 - 9,0) ainda nao identificados (Figura 1) e pertencentes a 18 espécies. As espécies
capturadas j& possuem registros em cada municipio pela literatura.



Figura 1. Frequéncia relativa de quiropteros coletados na Bahia no periodo de maio de 2019 a setembro de 2023.

Glossophaginae
3,8%
Noctilionidae
2,7%
Emballonuridae

3,2%
Vespertilionidae
2,7%

Sem identificagao

Molossidae
24.2%

Phyllostomidae
58,6%

Foram coletadas 125 amostras de tecidos de 54 animais, sendo 54 pools de figado e
bago, 38 intestinos e 35 musculos, apresentando frequéncia de 31 (24,8%; 1C95%: 17,5 - 33,3)
de positivos para presenca de fragmentos de DNA compativeis com Sarcocystidae. A
frequéncia da presenca de fragmentos de &cidos nucleicos com tamanho esperado para
protozoarios da familia Sarcocystidae foi de 21 (38,8%; 1C95%: 25,9 — 53,1) em pool de figado
e baco, dois (5,5%; 1C95%: 0,6 — 18,6) em intestinos, oito (22,8; 1C95%: 10,4 — 40,1) em
musculos de 11 espécies. Dos 54 animais examinados, 27 (50,0%; 1C95: 0,4 — 0,6) foram
positivos em ao menos um dos tecidos examinados.

A distribui¢ao dos morcegos analisados esta na zona rural de Santo Amaro e na zona
urbana de Feira de Santana, sendo 28 (48,1%; IC95%: 37,8 - 65,6) em Santo Amaro e 26 (48,1;
1C95%: 34,3 - 62,1) em Feira de Santana. Em Santo Amaro a frequéncia de morcegos positivos
para presenga de fragmentos de DNA compativel com Sarcocystidae em algum dos tecidos
avaliado foi de 11 (39,3%; IC95: 21,5 - 59.,4) positivos e em Feira 16 (61,5%; 1C95%: 40,5 -
79,7), ndo sendo relacionada estatisticamente com o municipio ou com a zona de coleta.

Das variaveis estatisticas estudadas, guilda alimentar, sexo e zona apresentaram relagao
estatistica significativa entre a variavel independente e a deteccdo de DNA de Sarcocystidae
na amostra figado e baco. A analise multivariada (Tabela 1) revelou um melhor ajuste para a
associagdo entre dieta e positividade para a nPCR, sendo que a infecgdo em morcegos
hematofagos foi menos frequente que em outras guildas alimentares, quando considerado o
resultado independente do tecido avaliado; desta forma a variavel alimentar-se de sangue foi
considerado um fator de protecdo. A transmissdo de protozodarios da familia Sarcocystidae por
ingestdo de cistos teciduais ou oocistos em morcegos hematdfagos pode ser menor uma vez
que se alimentam de sangue, com menor contato direto com o solo, ingestao de frutas e insetos,
onde poderiam estar presentes oocistos infectantes.



Tabela 1. Teste de Wald, valor de P associado, risco relativo (RR) e limites inferior (LI) e superior (LS) do
intervalo de confianga 95% do RR para as variaveis da guilda alimentar no modelo de regressao
logistica com melhor ajuste.

Risco relativo

Variavel Wald Valor de P 1C95%
RR
LI LS
Guilda alimentar 0,197 0,658 0,692 0,136 3,518
Carnivoro 0,351 0,553 2,077 0,185 23,298
Frugivoro 0,721 0,396 2,769 0,264 29,047
Hematofago 5,088 0,024 0,173 0,038 0,795
Constante 0,719 0,396 1,444 - -

Estatisticas: r* Nagelkerke = 0,215; % tosmer-Lemeshow=0,000 (Valor de P = 1,000)

CONSIDERACOES FINAIS

Foram detectados fragmentos de 4cidos nucleicos compativeis com os esperados para
protozoarios da familia Sarcocystidae em tecido de quirdpteros no estado da Bahia, com
frequéncia de 50,0%, sendo uma frequéncia muito elevada. A analise multivariada mostrou que
a infeccdo em morcegos hematdfagos foi menos frequente, sendo a varidvel alimentar de
sangue foi considerada um fator de protegao.
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