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RESUMO

Toxoplasma gondii é um protozodrio coccideo formador de cistos teciduais, que tem
como hospedeiros definitivos os felideos, e como hospedeiros intermediarios mamiferos
e aves. E um parasito disseminado em todos os continentes, que infecta
aproximadamente um terco da populacdo humana e pode causar encefalite fatal em
pacientes imunodeficientes. Nos animais, tem relevancia principalmente em pequenos
ruminantes, por causar abortos e outras alteracfes reprodutivas. Quirdpteros podem se
infectar com T. gondii e atuarem como fonte de infeccdo para animais silvestres,
domeésticos e 0 homem. No Brasil, ocorre uma alta variabilidade genética do parasito,
que pode ser explicada pela grande variedade de hospedeiros no ambiente silvestre.
Objetivou-se com este estudo determinar a frequéncia de infeccdo em quirdpteros de
vida livre no estado da Bahia por T. gondii e realizar o isolamento in vivo do
protozodrio a partir desses animais. Foram utilizadas 124 amostras, provenientes de 97
individuos de sete espécies de morcegos, capturados entre os anos de 2008 e 2015,
sendo encontrados dois individuos positivos por meio da PCR de tecidos,
correspondendo a 2,06% de positividade. Nenhum isolamento foi realizado uma vez que
os tecidos disponiveis para bioensaio apresentaram-se negativos na PCR.

Palavras-chave: Apicomplexa, Chiroptera, morcego, Toxoplasmatinae, Bahia.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a cyst-forming protozoan coccidia, which has felids as definitive
hosts, and mammals and birds as intermediate hosts. It’s distributed in all continents and
infects about a third of the human population. T. gondii can cause fatal encephalitis in
immunodeficient patients. In animals, it’s relevant mainly in small ruminants, for
causing abortions and other reproductive abnormalities. Bats can become infected with
T. gondii and act as a source of infection for wild and domestic animals and man. In
Brazil, there is a high genetic variability of the parasite, which can be explained by the
great variety of hosts in the wild environment. The objective of this study was to
determine the frequency of free-living bats infection in Bahia by T. gondii and perform
in vivo isolation of the parasite from these animals. A total of 124 samples were used
from 97 individuals of seven species of bats, caught between the years 2008 and 2015.
Two animals were positive by tissue PCR, corresponding to 2.06% of positivity. No
isolation was achieved once the tissue available for bioassay showed to be negative by
PCR.

Keywords: Apicomplexa, Chiroptera, bat, Toxoplasmatinae, Bahia.
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1 - INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozodrio coccideo, identificado na primeira década
do seculo XX, simultaneamente por pesquisadores brasileiros e franceses (NICOLLE e
MANCEAUX, 2009; SPLENDOR, 2009). E geneticamente correlato a outros
protozoarios da subfamilia Toxoplasmatinae, como Neospora caninum, N. huguesi,
Hammondia hammondi e H. heydorni (ELLIS et al., 1999). As espécies do género
Hammondia sdo pouco patogénicas, com baixa relevancia clinica (DUBEY e
SREEKUMAR, 2003), enquanto que os parasitas do género Neospora sdo responsaveis
por severos prejuizos a pecuaria, especialmente por causas reprodutivas (MOORE et al.,
2013).

A exposi¢do a T. gondii € comum nos animais homeotérmicos, incluindo o
homem. Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo
protozoario. Apesar da infeccdo em humanos ser geralmente assintomatica, casos de
toxoplasmose aguda severa tém sido relatados (GLASNER et al., 1992; DEMAR et al.,
2007; CARME et al., 2009) e estudos tém sugerido que haja uma associacdo entre
infeccdo cronica pelo protozoario com esquizofrenia e mal de Alzheimer (DICKERSON
etal., 2014).

A ordem Chiroptera compreende os Unicos mamiferos capazes de realizar voo
verdadeiro, e inclui os morcegos e as raposas-voadoras, sendo que apenas morcegos
ocorrem na América do Sul. Estes mamiferos sdo capazes de realizar grandes
deslocamentos e tem um papel fundamental no ecossistema, colaborando para o
controle de pragas e dispersdo de sementes (HUTSON et al., 2001).

Apesar de escassos, estudos ja demonstraram que quiropteros podem se infectar
com T. gondii e podem desenvolver uma forma fatal da doengca (SANGSTER et al.,
2012; CABRAL et al., 2013). Estes mamiferos podem interagir com outros animais
silvestres, domésticos e o homem, podendo representar uma importante fonte de
infeccdo para estas espeécies, e disseminacdo de patdgenos entre os ambientes silvestre e
domeéstico (HUTSON et al., 2001; MUHLDORFER et al., 2011).

O Brasil possui uma rica diversidade de gen6tipos de T. gondii e acredita-se que

a variedade da fauna local tenha colaborado para este surgimento. Pouco se conhece



12

sobre esta variabilidade genética, principalmente em animais silvestres, que podem
albergar formas incomuns do protozoario, assim como a forma como estes animais
podem se infectar. Faz-se necessario 0 estudo destes parasitos, visando auxiliar na
compreensdo da dindmica do parasito no ambiente e da infeccdo nas diferentes espécies
de morcegos.
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2 - OBJETIVOS

e Identificar novas espécies de hospedeiros de Toxoplasma gondii na fauna de
quirdpteros silvestres.

e Determinar a frequéncia de infecgdo por T. gondii em sistema nervoso central de
quirdpteros capturados no estado da Bahia;

e Isolar in vivo, genotipar e classificar cepas locais de T. gondii.



14

3-HIPOTESE

Quirdteros no estado da Bahia sdo infectados naturalmente pelo protozoario

Toxoplasma gondii.
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4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1 - Descricdo do parasito Toxoplasma gondii e breve historico

Toxoplasma gondii € um protozoéario coccideo, do filo Apicomplexa, integrante
da familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, juntamente com outros
coccideos geneticamente correlatos, como Hammondia hammondi, H. heydorni,
Neospora caninum e N. hughesi (ELLIS et al., 1999). Suas primeiras descri¢coes
ocorreram simultaneamente no inicio do século XX, no Brasil, onde Splendor observou
parasitos com formato de arco ap6s uma alta mortalidade de coelhos de laboratério
(SPLENDOR, 2009), enquanto que na Tunisia pesquisadores franceses descreveram as
mesmas formas parasitarias em um pequeno roedor do norte da Africa (Ctenodactylus
gundi). Nomeado provisoriamente de Leishmania gondii, apds uma reavaliagdo
detalhada o novo parasito foi renomeado Toxoplasma gondii. Toxo, do grego arco, e
gondii, do hospedeiro Ctenodactylus gundi (NICOLLE e MANCEAUX, 2009).

O ciclo completo do parasito foi elucidado apenas em 1970, quando
pesquisadores constataram que gatos alimentados experimentalmente com
camundongos infectados por T. gondii eliminavam oocistos nas fezes trés a cinco dias
pos-infeccdo. Foram observadas também as fases de reproducéo sexuada nos enterocitos
felinos, com formacdo e eliminacdo de oocistos ndo esporulados (FRENKEL et al.,
1970).

4.2 - Formas infectantes e ciclo bioldgico

Toxoplasma gondii apresenta trés formas infectantes em seu ciclo biologico:
taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos, estes Ultimos contidos nos oocistos esporulados.
Apenas os felideos sdo capazes de eliminar a forma de contaminacdo ambiental nas
fezes (oocistos), como resultado da fase de multiplicacdo sexuada que ocorre nos
enterdcitos, sendo estes animais classificados como hospedeiros definitivos. As demais
especies de mamiferos e aves podem se infectar e albergar o parasita em cistos
teciduais, ocorrendo nestes hospedeiros intermediarios a fase assexuada do parasito
(FRENKEL et al., 1970; MILLER et al., 1972).
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Os taquizoitos possuem formato de arco, medem aproximadamente 6,8 x 1,5-3
pm e possuem uma extremidade apical e outra basal. Este estagio corresponde a fase de
multiplicacdo rapida do parasito (tachos = velocidade, em grego). Os taquizoitos
invadem a célula do hospedeiro pela extremidade apical e multiplicam-se de forma
assexuada por endodiogenia, processo assexuado que origina duas células filhas
idénticas a partir de uma célula mde. Uma vez dentro da célula hospedeira, os
taquizoitos sdo circundados por uma membrana, para sua protecdo contra as defesas do
hospedeiro, formando o vacuolo parasitéforo (SPEER et al., 1999; OUOLOGUEM e
ROOS, 2014).

Os bradizoitos sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitos e multiplicam-
se de forma lenta, por endodiogenia, dentro do cisto tecidual (SPEER et al., 1999). Estes
cistos atuam na protecdo dos parasitos contra as defesas do hospedeiro e podem ser
encontrados em diversos tecidos dos hospedeiros definitivos e intermediarios, como
musculo esquelético, cardiaco e sistema nervoso central, podendo persistir por toda a
vida (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; CHEW et al., 2012).

Os oocistos medem 10 x 12 um e sdo gerados apds fecundacdo do macrogameta
pelo microgameta nos enterocitos de felideos previamente infectados com uma das trés
formas infectantes do parasito. S8o eliminados na forma ndo esporulada (né&o
infectante), nas fezes destes hospedeiros e, no ambiente, em condi¢des adequadas de
umidade, temperatura e oxigenacdo, sofrem o processo de esporulacdo em dois a trés
dias. A esporulacdo resulta na formacdo de dois esporocistos internos, cada um
contendo quatro esporozoitos. Apos a ingestao, 0s esporozoitos sdo liberados do oocisto
esporulado no limen intestinal, promovendo a infec¢do dos enterdcitos (FRENKEL et
al., 1970; MILLER et al., 1972). Estima-se que um gato seja capaz de eliminar até 500
milhdes de oocistos durante a fase de excregéo (FRITZ et al., 2012)

O oocisto esporulado € o estagio de contaminacdo ambiental. Pode manter-se
infectante no solo por até 18 meses (FRENKEL et al., 1975), na 4gua por até 200 dias
(DUBEY, 1998c) e na agua salgada por até 18 meses, entre 10-25°C (LINDSAY e
DUBEY, 2009). E resistente ao 0zonio e aos desinfetantes comuns (WAINWRIGHT et
al., 2007), entretanto & rapidamente inativado em altas temperaturas, perdendo a
infectividade ap6s um minuto a 60°C (DUBEY, 1998c).
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A contaminagdo de agua e alimentos por oocistos esporulados possui grande
relevancia em salde publica. Grandes surtos de toxoplasmose humana tém sido
relacionados a contaminacédo de fontes de agua por fezes de felideos infectados e pela
ingestdo de alimentos mal preparados (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; EKMAN et al.,
2012). Na producdo animal, contaminacdo de pastagens e alimentos por oocistos
esporulados resulta em abortos e prejuizos a pecuéria (LI et al., 2010).

ApoGs ingestdo, o cisto tecidual sofre digestdo das enzimas proteoliticas do
estdmago e intestino delgado, sendo lisado e ocorrendo a liberagdo dos bradizoitos no
limen intestinal. Estes penetram o epitélio intestinal e, ap6s divisdes assexuadas,
convertem-se em taquizoitos, iniciando a parasitemia e infeccdo de outros 6rgdos
(DUBEY, 1998a). Os bradizoitos podem manter a infectividade por dias em
temperatura de resfriamento, mas sdo inativados por congelamento a -10°C ou
aquecimento acima de 60°C (EL-NAWAW!I et al., 2008). Taquizoitos , ao contrario dos
bradizoitos , sdo pouco resistentes a acdo da pepsina e tripsina, sendo considerados
pouco relevantes na transmisséo oral (DUBEY, 1998b).

Apbs a fase de parasitemia, 0s taquizoitos convertem-se em bradizoitos e
formam cistos teciduais, 0s quais permanecem em estado de laténcia em individuos
imunocompetentes. Embora a maioria dos individuos infectados permaneca
assintomatica, a imunossupressao pode resultar em reativacdo da doenca, conversao dos
bradizoitos em taquizoitos com ruptura dos cistos teciduais e consequente parasitemia
(DJURKOVIC-DJAKOVIC e MILENKOVIC, 2001; DUBEY e JONES, 2008).

A transmissdo congénita de T. gondii pode ocorrer devido a capacidade dos
taquizoitos de atravessarem a placenta, o que pode resultar em natimortos, abortos e
fetos malformados, como também no nascimento de individuos clinicamente higidos,
porém infectados. Estes ultimos sdo importantes fontes de infeccdo, por manterem o
parasito por longos periodos (DUBEY et al., 2008; WALLON et al., 2013). Uma breve
descricdo do ciclo biologico do parasito, com as principais vias de infec¢do, pode ser

observada na figura 1.
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| Figura 1 - Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.
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Fonte: (DUBEY, 1986).

4.3 — Toxoplasmose humana e animal

Toxoplasmose é uma enfermidade de carater cronico, assintomatica na maioria
dos humanos e animais imunocompetentes. Individuos imunodeprimidos podem
desenvolver a forma clinica da doenca, com curso por vezes fatal. Este grupo de risco
inclui os portadores de sindromes de imunodeficiéncia, pacientes transplantados e
gestantes. Em humanos, os principais sinais clinicos sdo encefalite, coriorretinoidite,
hipertermia, paresia e/ou ataxia, além de abortos e malformacbes fetais, como
microcefalia e deficiéncia visual (AL-MEZAINE et al., 2010; CAPOBIANGO et al.,
2014; OGOINA et al., 2014).

Em animais, especialmente em ruminantes, os principais sinais observados séo
reprodutivos, com abortos, natimortos e fetos malformados (LAFI et al., 2014). A

infeccdo em felideos é geralmente assintomatica, mas alguns animais podem apresentar
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letargia, anorexia, aborto, uveite e sinais respiratdrios, como dispneia e pneumonia,
podendo ser fatal (SAKAMOTO et al., 2009; DUBEY e PROWELL, 2013).

Ha apenas dois casos registrados de toxoplasmose em quirdpteros. Dois
individuos, megaquiropteros, das espécies Pteropus conspicillatusi e Pteropus
scapulatus, apresentaram comportamento anormal, com afastamento do grupo, ataxia,
vocalizagdo intensa e dispnéia e vieram a oObito dias ap6s iniciarem os sinais clinicos.
Apo6s necrdpsia e avaliagdo histopatoldgica, foram constatadas atrofia de musculatura
esquelética, pneumonia intersticial e gliose de sistema nervoso central, com presenca de
macrofagos contendo parasitos em diversos 6rgdos e cistos teciduais em encéfalo e
musculatura esquelética e cardiaca. Estas formas parasitarias foram identificadas como

T. gondii por meio de exame imunoistoquimico (SANGSTER et al., 2012).

4.4 — Variabilidade genética de Toxoplasma gondii

A estrutura genética dos isolados de T. gondii pode ser definida pela avaliagdo
do polimorfismo do comprimento dos fragmentos de diversos loci, através da técnica de
PCR com uso de enzimas de restricdo. A amplificacdo de determinados genes
possibilitou observar uma diversidade genética entre as cepas analisadas na América do
Norte e Europa, permitindo sua classificagdo em trés linhagens distintas, denominadas
linhas clonais cléssicas: tipo I, tipo Il e tipo Ill. Cada linhagem compartilha
caracteristicas genéticas comuns, tanto como o padrdo de viruléncia para camundongos,
sendo o tipo | mais virulento que os demais (HOWE e SIBLEY, 1995). Recentemente,
foi descrita uma nova linhagem clonal na América do Norte, denominada tipo 12,
encontrada principalmente em animais selvagens e que engloba diversos gendtipos
previamente descritos, incluindo os tipos A e X (KHAN et al., 2011).

Com a evolucdo dos estudos e a introducdo de novos marcadores moleculares,
pode-se constatar que a classificacdo em trés linhagens clonais ndo pode ser estendida
aos isolados da América do Sul. Os gendtipos sul-americanos, obtidos de animais
silvestres e domésticos, tém demonstrado nao respeitar um padrdo bem definido, onde
um mesmo isolado apresenta alelos das trés linhagens, além de alelos nunca antes
descritos. Estes genoétipos sdo denominados nao-clonais ou atipicos, e estudos tém sido

realizados buscando-se adotar uma classificacdo genotipica local (PENA et al., 2008).
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Acredita-se que a alta variabilidade genética de T. gondii na América do Sul seja
devido a grande variabilidade de hospedeiros intermediarios, os quais podem albergar
cistos teciduais de genoOtipos especificos em nichos ecologico distintos. Felideos,
silvestres e domésticos, podem ingerir estes hospedeiros intermediarios, infectados por
cepas diferentes, resultando em recombinagdo genética nos seus enterdcitos durante fase
de reproducdo sexuada. Uma vez produzido o oocisto, este tera caracteristicas genéticas
novas, herdadas das duas cepas de origem (HOWE e SIBLEY, 1995; PENA et al.,
2008; GRIGG e SUNDAR, 2009).

Pena e colaboradores (2008) avaliaram 125 isolados brasileiros, com o uso de 11
marcadores moleculares- (SAG1, SAG2, 5’°3’SAG2, SAG2 alt, SAG3, BTUB, GRAG6,
c22-8, c29-2, L358, PK1, CS3 e Apico). Foram observados 48 genotipos distintos,
sendo sugerida a classificacdo de quatro linhagens do Brasil: Brl, Brll, Brlll e BrlV.
Mesmo utilizando-se esta classificacdo local, muitos gendtipos descritos ndo seguem
um padréo definido, ndo se encaixando nesta classificagdo (SILVA et al., 2014).

A importancia no estudo da variabilidade genética de T. gondii e na sua
classificacdo em tipos clonais pode auxiliar no rastreamento de fontes de infeccdo. Uma
vez detectado um determinado gen6tipo em um caso ou surto de toxoplasmose humana
ou animal, é possivel sugerir a provavel via de infeccdo, com base nos genotipos
descritos previamente nas diversas espécies animais. E possivel investigar se a
enfermidade foi causada por uma cepa disseminada em espécies domésticas ou houve
introducdo de um isolado tipico de ambiente silvestre. Também é possivel inferir sobre
a viruléncia das cepas, auxiliando no tratamento e progndstico dos pacientes (HOWE e
SIBLEY, 1995; SILVA et al., 2014).

Relatos recentes de toxoplasmose em humanos imunocompetentes tém sido
relacionados a cepas de genotipos atipicos. Na ultima década, foram descritos dezenas
de casos de toxoplasmose aguda severa na Guiana Francesa e Suriname. Todos 0s
pacientes haviam ingerido carne de caca mal cozida e os resultados dos isolamentos e
genotipagens indicaram a presenca de genotipos ndo clonais, sugerindo a infeccéo por
cepas selvagens. Esta forma agressiva da doenca foi denominada “Toxoplasmose da
selva equatorial” (DEMAR et al., 2007; CARME et al., 2009).

Em Erechim, Rio Grande do Sul, foi observada uma prevaléncia de
toxoplasmose ocular de 17,7% (187/1042) da populagdo humana avaliada (GLASNER
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et al., 1992). A avaliacdo do polimorfismo do fragmento amplificado de SAG2 revelou
similaridade ao genotipo tipo |, embora ndo seja possivel considerar esta classificacao,
visto que 0s genOtipos sul americanos apresentam alta variabilidade genética
(VALLOCHI et al., 2005). Na populacdo estudada, a maior prevaléncia foi observada
em individuos adultos imunocompetentes, quando comparada a jovens e criangas,
sugerindo que a principal via de infec¢do é pds-natal ou oral (GLASNER et al., 1992;
JONES et al., 2006).

4.5 — Ordem Chiroptera

A ordem Chiroptera (do grego cheir, mdo, e pteros, asa), compreende
aproximadamente 1200 espécies de mamiferos que possuem mdao adaptadas em asas, e
s&0 os Gnicos mamiferos capazes de realizar um voo verdadeiro. E dividida em duas
subordens: Megachiroptera, composta por animais frugivoros da familia Pteropodidae,
que ocorrem na Asia e Oceania, conhecidos como “raposas voadoras”; e
Microchiroptera, representada pelos pequenos morcegos, com as demais 17 familias da
ordem. No Brasil, sdo encontradas aproximadamente 160 espécies de microquirdpteros,
distribuidas em nove familias, representando 25% das espécies de mamiferos nativos
(HUTSON et al., 2001; REIS et al., 2006).

Trés quartos das espécies de microquiropteros alimentam-se de insetos,
principalmente lepiddpteros, coledpteros e dipteros, sendo que as espécies frugivoras,
polenivoras e nectarivoras podem incluir insetos em sua dieta. Existem trés espécies
hematdfagas, mas apenas Desmodus rotundus tem predilecdo por sangue de mamiferos
(HUTSON et al., 2001; MOOSMAN et al., 2012).

A importancia ambiental dos quirdpteros reside em sua grande capacidade de
controle de pragas, colaborando para o controle de populacbes de insetos nocivos a
agricultura, da polinizacéo e dispersédo de sementes em longas distancias de uma grande
variedade de géneros vegetais (KALKA e KALKO, 2006; REIS et al., 2006).
Estimativas indicam que um morcego insetivoro ingira 50% do préprio peso corporal
em uma noite, exercendo um relevante controle populacional de artropodes

(MOOSMAN et al., 2012). Mesmo as espécies hematofagas tém importancia no
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ecossistema, atuando como predadores ou presas em sistemas complexos (KUNZ et al.,
2011).

4.6 — Importancia dos quirdpteros na saude publica

Quirdpteros tém sido alvo de estudos acerca de sua capacidade de albergar
patdgenos de impacto para a salde publica, devido & capacidade potencial de
disseminacdo em ambientes urbanos e rurais. O caso classico de transmissdo por
morcegos € 0 virus rabico, que tem esses animais como principais reservatorios no
ambiente silvestre e causa perdas importantes para a pecuaria, além da sua relevancia na
salde publica (CARNEIRO et al., 2010; MUHLDORFER et al., 2011).

E possivel destacar outros patdgenos albergados por estes animais e que
apresentam relevancia em sadde pulica, como fungos e protozoarios. Histoplasmose é
uma zoonose causada pelo fungo Histoplasma capsulatum, que acomete principalmente
0 sistema respiratorio de pacientes imunodeficientes, causando pneumonia e infecgdes
generalizadas. Estes pacientes se infectam pela inalacdo de conidios em cavernas ou
outros locais fechados e que apresentem grande quantidade de fezes de morcegos
infectados que, na presenca de calor e umidade, permitem o crescimento do fungo
(LYON et al., 2004; GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2014).

O papel dos quirdpteros como reservatorios de Leishmania spp. tem sido
investigado em estudos recentes, sendo identificados nestes animais 0s agentes das
leishmanioses visceral e cutanea. Foi comprovado também que os fleb6tomos vetores
destas enfermidades realizam repasto sanguineo em morcegos, sugerindo que estes
individuos possuam papel relevante nas cadeias epidemioldgicas das leishmanioses,
especialmente pela sua alta mobilidade e interagdo com os ambientes urbano e silvestre
(LAMPO et al., 2000; SAVANI et al., 2010; SHAPIRO et al., 2013).

A antropizacdo do ambiente selvagem, com consequente contato de quiropteros
com animais domeésticos, tem levado ao aparecimento de doencas antes desconhecidas.
Dois exemplos relevantes foram os surtos causados pelo Nipah virus e pelo Hendra
virus, no Sudeste Asiatico e Oceania. Ambos os paramyxovirus sdo disseminados por
excrecOes e secrecdes de megaquirdpteros do género Pteropus que, ao serem ingeridas

por suinos e equinos, respectivamente, podem resultar em ¢bito destes animais.
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Enquanto que o contato dos produtores rurais e veterinarios com os virus veiculados
pelos quirdpteros é pouco relevante, a infec¢do destes profissionais pelo contato com o0s
animais domesticos resultou em um grande nimero de vitimas (PULLIAM et al., 2012;
MENDEZ et al., 2014).

Centenas de 6bitos humanos por encefalite fatal e doenga respiratoria foram
registrados devido ao Nipah virus, e a cadeia de producédo de suinos dos paises afetados
foi comprometida, resultando em mais de um milhdo de suinos sacrificados apenas na
Malésia (CHUA et al., 1999; PULLIAM et al., 2012). Quanto ao Hendra virus, o
numero de casos humanos é baixo, mas a enfermidade pode apresentar curso fatal em
humanos (MENDEZ et al., 2014).

4.7 — Infeccdo por Toxoplasma gondii em quirépteros

Poucos estudos foram conduzidos buscando-se investigar o papel dos
quirépteros na epidemiologia de Toxoplasma gondii. Os relatos concentram-se
basicamente em observacdo microscépica do parasito, estudos soroldgicos e estudos
moleculares com tecidos de menor predilecdo. Um resumo destes trabalhos pode ser
observado na tabela 1. E importante ressaltar que a observacio direta de parasitas pode
gerar identificacGes errbneas, visto que os protozoarios Toxoplasmatineos possuem
morfologia semelhante. Pode-se constatar que quirdpteros de diversas espécies estao
frequentemente expostos ao parasito e podem se infectar possivelmente por diversas
vias, devido a seus habitos alimentares e sociais diversos (CABRAL et al., 2013;
YUAN et al., 2013; DODD et al., 2014).

E possivel constatar uma maior exposicdo de quirdpteros insetivoros e
frugivoros a T. gondii, quando comparados aos animais hematofagos (tabela 1). As
possiveis vias de infeccdo podem ser comuns nestas espécies, como 0 contato com o
solo, ingestdo de agua e vegetais contaminados com oocistos esporulados e ingestéo de
insetos carreando oocistos. Entretanto, tais comparacdes sdo prejudicadas pelo numero
escasso de estudos com as espécies hematofagas (ZETUN et al., 2009; CABRAL et al.,
2013; YUAN et al., 2013; JIANG et al., 2014).

Os habitos sociais de lambedura mutua e auto lambedura, comuns nas col6nias

de quirdpteros para controle de ectoparasitos e como estimulo & regurgitacdo, podem
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colaborar para a infecgdo por T. gondii, ao permitir a ingestdo de oocistos esporulados
aderidos aos pelos. Algumas espécies, como D. rotundus, tem contato frequente com o
solo durante a alimentacdo, podendo ter oocistos aderidos ao corpo (WILKINSON,
1986; TER HOFSTEDE e FENTON, 2005; CABRAL et al., 2013).

O mecanismo de resposta dos quirdpteros a infeccdo por T. gondii é
desconhecido. Desta forma, até 0 momento ndo ha teste soroldgico validado para indicar
exposicdo destes animais ao parasito. Cabral e colaboradores (2014) realizaram
sorologia para o parasito em 616 amostras de 22 espécies de quirdpteros de vida livre
capturados, por meio das técnicas de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
aglutinacdo modificada (MAT). Foram encontradas frequéncias de anticorpos anti-T.
gondii em 32,62% (RIFI) e 18,61% (MAT) das amostras, mas foi observada baixa
concordancia entre as técnicas (kappa = 0,144, IC = 95%), também nédo sendo possivel
avaliar especificidade e sensibilidade de ambos os testes.

No Brasil, os gendtipos de T. gondii observados em isolados de morcegos séo do
tipo ndo clonal e sugerem que hé& circulacdo do parasito entre os ciclos silvestre e
doméstico. Um dos isolados havia sido previamente observado em uma capivara,
enguanto que o outro havia sido descrito em diversas espécies animais, como capivaras,
gatos domésticos, galinhas, ovelhas, roedores e coelhos de diversas regibes do pais,
sendo sugerido pelos autores como uma linhagem do parasito altamente difundida
(CABRAL etal., 2013).

Quirdpteros podem integrar os ciclos doméstico e silvestre de T. gondii, devido a
sua capacidade de voos longos, associado ao desequilibrio ambiental e ao consumo de
morcegos por felinos domésticos. A expansdo dos centros urbanos, aliada ao
desmatamento para estabelecimento de monoculturas, tem reduzido a oferta de
alimentos nos ambientes naturais, 0 que resulta na busca por novas areas de ocupacao.
Quanto aos hematdfagos, a substituicdo da populacdo de mamiferos silvestres por
domésticos propicia sua proximidade com ambientes domesticos. Soma-se a estes
fatores a grande adaptagdo de algumas espécies de quirdpteros ao ambiente urbano.
Desta forma, é possivel que patdgenos restritos ao ambiente silvestre, entre eles
linhagens de T. gondii, possam ser disseminados em populagdes nunca antes expostas e
que ndo possuem resisténcia a estes agentes (HUTSON et al., 2001; MUHLDORFER et
al., 2011; LEE et al., 2012; CONFALONIERI et al., 2014).
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Tabela 1 — Frequéncias de exposicdo, infeccdo e tentativas de isolamento de
Toxoplasma gondii a partir de quiropteros.

Pais Técnica Tipo de Ndmero de Principais Referéncia
empregada amostra positivos/ n° de habitos
individuos testados e  alimentares
% de positivos

Egito Bioensaio em SNC 0/113 Insetivoros  (RIFAAT et al.,
camundongos 1967)
Franca Bioensaio em SNC 1/N&o informado Insetivoros  (AKINCHINA
camundongos e DOBY, 1968)
Franca Teste de lise Soro 1/36 (2,9%) Insetivoros  (DOBY et al.,
(adaptagéo do 1974)
Sabin-Feldman)
Coréia Teste de Soro 1/1 (100%) Insetivoros  (CHOI et al.,
do Sul Aglutinagéo 1987)
Indireta em Latex
EUA Sabin-Feldman Soro 0/4 Insetivoros  (SMITH e
FRENKEL,
1995)
Brasil MAT Soro 0/204 Hematéfagos (ZETUN et al.,
2009)
Brasil Bioensaio em Musculo 2/369 (0,54%) Diversos (CABRAL et
camundongos peitoral e al., 2013)
coragdo
Myanmar n-PCR Pool de 161/550 (29,3%) Insetivoros  (SUN et al,
tecidos 2013)
China MAT Soro 40/217 (18,4%) Insetivoros  (YUAN et al.,
2013)
Reino PCR SNC 8/77 (10,39%) Insetivoros  (DODD et al,,
Unido 2014)
China n-PCR Pool de 59/608 (9,7%) Insetivoros ~ (JIANG et al.,
tecidos 2014)
China n-PCR Figado 38/626 (6,1%) Insetivorose  (QIN et al.,
frugivoros 2014)
Brasil n-PCR Tecidos 11/51 (21,6%) Insetivorose  (FOURNIER et
diversos frugivoros al., 2014)
Brasil RIFI Soro 201 (32,6%) Diversos (CABRAL et

MAT Soro 35 (18,6%) al., 2014)
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5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 — Calculo amostral e analise estatistica

De acordo com o célculo de populacdo para amostra infinita, utilizando uma
prevaléncia esperada de infecgdo por T. gondii de 0,54%, conforme relatada em estudo
realizado no Brasil (CABRAL et al., 2013) e um nivel de confianca de 95%, faz-se
necessario o uso de nove espécimes para a determinacdo da frequéncia de infeccdo dos
quirépteros no estado da Bahia. Entretanto, foram utilizadas todas as amostras
disponiveis, correspondendo a 97 individuos.

Foi utilizado o Teste Exato de Fischer para verificar associacdo entre a
frequéncia de infeccdo, habitos alimentares e género dos individuos, sendo considerados

significativos valores de p < 0,05.

5.2 — Obtencao das amostras

As capturas foram realizadas com redes de neblina (noturnas) e pucas (diurnas)
em abrigos artificiais e naturais, como cavernas, galerias e bueiros sob rodovias, casas
abandonadas, depdsitos subterraneos e depdsitos de agua em seis cidades do estado da
Bahia: Conceicdo do Jacuipe, Riachdo do Jacuipe, Santa Maria da Vitdria, Santo
Amaro, Santo Antdnio de Jesus e Sdo Francisco do Conde (figura 02). Foram
capturados exemplares das espécies Carollia brevicauda (10), C. perspicillata (47),
Desmodus rotundus (36), Glossophaga soricina (01), Lonchorhina aurita (01),
Molossus rufus (01) e Trachops cirrhosus (01).

Para avaliacdo da frequéncia de quirdpteros infectados por T. gondii foram
utilizados dois grupos de amostras. O primeiro grupo foi constituido de amostras
congeladas de sistema nervoso central, cedidas pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Infectologia Veterinaria — EMEVZ/UFBA. As capturas foram realizadas em parceria
com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria da Bahia (ADAB) no periodo de 2008
a 2009 e os animais foram utilizados em experimento sobre raiva animal (CARNEIRO

et al., 2010). A captura e uso dos animais foram autorizados pelo Instituto Brasileiro do
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Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com a autorizagdo numero
15.304-1.

Figura 02 — ldentificagcdo das cidades no estado da Bahia onde foram realizadas as

capturas dos quiropteros.

Fonte: IBGE (2015)

O segundo grupo foi constituido de amostras obtidas nas capturas em parceria
com a ADAB, no periodo de 2014 a 2015, durante a execugdo do Programa Nacional de
Controle da Raiva dos Herbivoros. Depois de capturados, os espécimes foram
eutanasiados em conformidade com a legislagdo vigente, utilizando-se a

insensibilizacdo com géas isoflurano seguida de puncéo cardiaca, ocorrendo o Obito por
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choque hipovolémico. Esta etapa do experimento contou com a autorizagdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da EMEVZ-UFBA para o projeto “Infeccdo
natural por Toxoplasma gondii e Neospora caninum em quirdpteros” (protocolos
15/2013 e 32/2014).

Apbs a eutandsia, os animais foram acondicionados em caixas térmicas e
mantidos resfriados a 4°C durante o transporte até o Laboratério de Diagndstico das
Parasitoses dos Animais — EMEVZ/UFBA, onde foram necropsiados em cabine de
fluxo laminar. Fragmentos de encéfalo, musculos peitorais, coracdo, figado e pulmdes
foram acondicionados em microtubos para extracdo de material genético, sendo o
restante destes Orgdos acondicionados em recipientes contendo solugdo fosfatada
tamponada (PBS) com antibi6tico e antimicético e mantidos a 4°C para posterior
bioensaio, a ser realizado apenas com amostras positivas na reacdo em cadeia da

polimerase para T. gondii.

5.3 — Processamento das amostras para avaliacdo molecular e bioensaio

De 50 a 100 pg de encéfalo e de um pool de musculo esquelético da regido
peitoral, pulmdes, figado e coragdo foram macerados individualmente com auxilio de
gral e pistilo, congelados com nitrogénio liquido para promover o rompimento das
células, e submetidos a maceracdo novamente. O DNA foi extraido com o kit de
extracdo Easy-DNA (Invitrogen®, EUA).

A avaliagdo da qualidade do DNA obtido ocorreu por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% e apenas amostras integras foram utilizadas para biologia molecular. As
amostras selecionadas foram submetidas a PCR convencional, utilizando-se o par de
primers TOX4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOX5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT), que tem como alvo um fragmento de 529
pares de bases e que apresenta uma repeticdo de 200 a 300 vezes no genoma de T.
gondii (HOMAN et al., 2000). Foram incluidos controles negativos durante a extracéo
de DNA e a PCR (agua ultrapura) e controles positivos na PCR (DNA de taquizoitos da
cepa RH). A eletroforese dos amplicons ocorreu em gel de agarose a 1,5%, corado com

SYBR Gold (Invitrogen®, EUA), acompanhado de marcador de 100 pares de base.
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O protocolo para bioensaio em camundongos pode ser descrito resumidamente
em maceracao dos tecidos com solucdo salina, seguida de digest&o por tripsina, filtragdo
e inoculacdo na cavidade intraperitoneal de camundongos suicos. Imprints de encéfalo
dos camundongos que vierem a Obito ou apresentarem sinais neuroldgicos devem ser
realizados para pesquisa de taquizoitos e/ou cistos teciduais. Todos os sobreviventes
devem ser eutanasiados seis semanas pos-infeccdo, com realizacdo de
imunofluorescéncia indireta (ponto de corte 1:16) e imprints de cérebro, conforme
descrito previamente (DUBEY et al., 2009).

Sdo considerados positivos no bioensaio 0s animais que apresentarem
taquizoitos e/ou cistos teciduais nos imprints de encéfalo, sendo os seus tecidos
macerados, tripsinisados e langcados no cultivo celular de células VERO para
manutencdo da cepa. O isolamento, quando bem sucedido, é capaz de fornecer DNA
suficiente para a posterior genotipagem, realizada pela técnica de PCR com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP) e marcadores moleculares especificos (DUBEY et al., 2009;
CABRAL et al., 2013).
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 124 amostras teciduais, obtidas dos 97 quirOpteros, duas apresentaram
resultados positivos para DNA de T. gondii, ambas de individuos da espécie C.
perspicillata, o que corresponde a 2,06% de frequéncia de infeccdo (tabela 2). N&o
houve positividade nas amostras de D. rotundus coletadas entre os anos de 2014 e 2015,

desta forma n&o foi possivel realizar o bioensaio em camundongos.

Tabela 2 — espécies de quirdpteros analisadas e positividade das amostras para

Toxoplasma gondii pela técnica de PCR.

Espécies Numero de Numero de
individuos positivos
Carollia brevicauda 10 0
C. perspicillata 47 02
Desmodus rotundus 36 0
Glossophaga soricina 01 0
Lonchorhina aurita 01 0
Molossus rufus 01 0
Trachops cirrhosus 01 0
Total 97 02

O género Carollia compreende quatro espécies com ocorréncia no Brasil, que
estdo entre os quirdpteros mais abundantes da América Tropical. C. perspicillata possui
porte médio, com 20 g de peso médio, 25 cm de envergadura e dieta composta
principalmente por frutos e insetos. E comumente encontrado proximo a habitaces
humanas, possuindo boa adaptacdo ao ambiente urbano (REIS et al., 2007).

Desmodus rotundus é uma das trés espécies hematofagas que ocorrem nas
Américas, e a Unica que tem predilecdo por sangue de mamiferos, enquanto que
Dyphilla ecaudata e Diaemus youngi se alimentam principalmente de sangue de aves.
Tem porte médio, longevidade de até 20 anos, e vive em col6nias médias a grandes,
podendo abrigar mais de 1000 individuos (HUTSON et al., 2001; REIS et al., 2007).
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As espécies Molossus rufus e Lonchorhina aurita tém habitos insetivoros,
enquanto que Glossophaga soricina é nectarivora. Apesar de poder se alimentar de
insetos, a dieta de Trachops cirrhosus € baseada principalmente na caca de pequenos
mamiferos (incluindo outros morcegos) e anfibios (REIS et al., 2007).

Devido a dificuldade de obtencdo de sistema nervoso central de quiropteros,
principalmente pelas leis de protegdo dos animais silvestres (DODD et al., 2014) e pelo
uso deste material para diagndstico do virus rabico (CABRAL et al., 2013), grande
parte dos estudos sobre infec¢do por T. gondii em morcegos tem sido realizados com
outros tecidos que podem albergar o parasito. A fisiopatologia da infec¢do por T. gondii
em quirdpteros é pouco conhecida, embora estudos recentes tenham relatado o tropismo
do parasito por determinados tecidos, sendo os principais cérebro, musculatura
esquelética, coracgdo, baco, figado e pulmdes (SANGSTER et al., 2012; FOURNIER et
al., 2014).

Dodd e colaboradores (2014) verificaram uma frequéncia de infeccdo por T.
gondii de 10,39% (8/77) de morcegos insetivoros no Reino Unido, entretanto, é
importante ressaltar que foram utilizados apenas animais encontrados mortos ou
enfermos, 0 que pode superestimar a frequéncia de infec¢do destes animais. Na China,
foram observadas frequéncias levemente inferiores, de 6,1% e 9,7% (JIANG et al.,
2014; QIN et al., 2014), diferentes do observado no Myanmar (29,3%), o qual situa-se
na fronteira ao sul da China. Dentre as possiveis diferencas apontadas pelos autores,
além das espécies de quiropteros e técnicas utilizadas, estdo o clima dmido e com
temperaturas amenas do Myanmar, contrastando com as frias provincias do norte da
China, o que pode favorecer a sobrevivéncia do oocisto no ambiente.

No presente estudo, foram observadas maiores frequéncias de infeccdo nos
quirépteros com habitos frugivoros e insetivoros, quando comparados a espécie
hematdfaga (tabela 3). Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca entre os dois
grupos quando comparados quanto aos habitos alimentares predominantes (Teste Exato
de Fischer, p = 0,53).
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Tabela 3 — NUmero de quiropteros analisados e positividade das amostras para
Toxoplasma gondii, agrupados por habitos alimentares.

L _ Numero de Numerode  Frequéncia de
Habitos alimentares o - o
individuos positivos positivos (%)
N&o hematdfagos 61 02 3,28
Hemato6fagos 36 0 0

Insetos podem atuar como vetores mecanicos, carreando oocistos esporulados de
T. gondii aderidos as patas e no interior do trato gastrintestinal por semanas (SMITH e
FRENKEL, 1978; SAITOH e ITAGAKI, 1990). Estes artropodes podem se contaminar
pelo contato com o parasito na agua e solo e, principalmente, por fezes de felideos
contendo oocistos esporulados. Desta forma, a ingestdo de insetos pode constituir uma
fonte de infeccdo para animais com habitos insetivoros.

Outra possivel fonte de infeccdo para quirOpteros € a ingestdo de agua
contaminada com oocistos esporulados, uma vez que estes podem permanecer viaveis
por até 200 dias a temperatura de 25°C (DUBEY, 1998c). Em um estudo observou-se
que 25/52 (48%) das amostras de rios e lagos europeus possuiam oocistos de T. gondii,
demonstrando uma alta contaminacao ambiental (SOTIRIADOU e KARANIS, 2008).

A ndo observacdo de infeccdo na espécie D. rotundus pode ser explicada pelos
habitos da espécie hematdfaga, onde a infeccdo ocorre provavelmente pela ingestdo de
sangue contendo taquizoitos, proveniente de animais em fase aguda da doenca (ZETUN
et al., 2009). Parasitemia pode ser observada em animais domesticos infectados até 14
dias pos-infeccdo (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999), no entanto taquizoitos possuem
baixa viabilidade quando ingeridos, sendo degradados pela pepsina e tripsina do trato
digestorio (DUBEY, 1998b). Desta forma, esta é uma via pouco provavel de infeccéo.
Uma via mais provavel seria o0 contato com agua contaminada, da mesma forma que as
outras espécies de quiropteros.

Cabral e colaboradores (2013) isolaram uma cepa de T. gondii a partir de um
espécime de D. rotundus e sugeriram que a infecgdo ocorreu pelo contato do animal
com o solo contaminado com oocistos esporulados, com consequente adesdo dos
oocistos ao pelo do animal. Posteriormente, ap0s o retorno ao abrigo, 0s habitos sociais
da espécie podem ter permitido a infeccdo do individuo, através da ingestdo destes

oocistos. Nas col6nias, principalmente entre fémeas adultas e fémeas com filhote, é
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comum a ocorréncia de auto lambedura e lambedura mdtua, devido a presenca de
ectoparasitos e como estimulo a regurgitagdo e compartilhamento de alimento
(WILKINSON, 1986).

Apesar da ocorréncia dos habitos sociais citados principalmente entre fémeas,
neste estudo ndo foi observada associacdo entre infeccdo por T. gondii e 0 género dos
animais (Teste exato de Fischer, p = 0,29). Dodd e colaboradotes (2014) também néo
observaram esta associacdo, entretanto, ambos os trabalhos podem ter utilizado uma
amostra insuficiente. Somado a isto, o atual estudo é composto majoritariamente por
individuos machos, prejudicando esta avaliacao (tabela 4). A predominancia de machos
na amostra € devido ao uso das fémeas nas atividades de controle dos morcegos

hematdfagos com uso de pasta vampiricida.

Tabela 4 — Numero de quirdpteros analisados e positividade das amostras para
Toxoplasma gondii, agrupados por género.

A Numero de Ndmerode  Frequéncia de
Género o o .
individuos positivos positivos (%)
Fémeas 15 01 6,67
Machos 79 01 1,27
Né&o identificados 03 0 0

Devido a predilecdo de T. gondii por sistema nervoso central, incluindo o relato
de toxoplasmose em megaquirdpteros com sinais neuroldgicos, e a observacdo de
morcegos infectados pelo protozoario neste e em outros estudos, deve-se cogitar a
possibilidade de inclusdo da toxoplasmose como diagnostico diferencial de doenca
neuroldgica em quirépteros (DUBEY, 1997; SANGSTER et al., 2012; DODD et al.,
2014).

Apesar da baixa frequéncia de infeccdo por T. gondii observada, quirdpteros
devem ser considerados como possiveis fontes de infeccdo para seus predadores.
Felideos, assim como outros mamiferos e aves, silvestres e domésticas, podem adquirir
a infeccdo apds caca e consumo de quiropteros (HUTSON et al., 2001;
MUHLDORFER et al., 2011). Humanos que se alimentem de quirdpteros, dentre estes

indios brasileiros e populagdes nativas da Africa subsaariana e Sudeste Asiatico, estio
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expostos ao protozodrio e podem se infectar apds a ingestdo de carne mal assada ou mal
cozida (SETZ, 1991; STRUEBIG et al., 2007). Desta forma, sdo necessarios mais

estudos para elucidar o papel dos quirdpteros no ciclo epidemiolégico do T. gondii.
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7 — CONCLUSOES

Morcegos da espécie Carollia perspicillata sdo infectados naturalmente por
Toxoplasma gondii no estado da Bahia, Brasil. A frequéncia de infec¢do nas espécies de

quirdpteros estudadas é baixa.
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Quadro detalhado das amostras de quirdptero utilizadas no estudo.
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Local da Data da | Resultado
NUmero Espécie Sexo Captura Cidade da Captura | captura | da PCR
SNC | Pool
01 Desmodus M |NI Santo Amaro 2008 | N | ND
rotundus
02 D. rotundus F | Bueiro Riachdo do Jacuipe 2008 N | ND
03 D. rotundus F | Bueiro Riachdo do Jacuipe 2008 N | ND
04 D. rotundus M [ Bueiro Riachéo do Jacuipe 2008 N ND
05 D. rotundus M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2008 N | ND
06 D. rotundus M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2008 N | ND
07 Carollia M |Caverna Santo Amaro 2000 | N | ND
perspicillata
08 Caro_llla M [ Caverna Santo Amaro 2009 N ND
brevicauda
09 C. brevicauda M | Caverna Santo Amaro 2009 N | ND
10 C. perspicillata M | Caverna Santo Amaro 2009 N | ND
11 C. perspicillata M | Caverna Santo Amaro 2009 N ND
12 C. brevicauda M | Caverna Santo Amaro 2009 N ND
13 C. perspicillata F [Caverna Santo Amaro 2009 N | ND
14 C. perspicillata M [ Caverna Santo Amaro 2009 N ND
15 C. brevicauda F [Caverna Santo Amaro 2009 N ND
16 C. perspicillata M | Caverna Santo Amaro 2009 N ND
17 D. rotundus F [Bueiro Santo Amaro 2009 N ND
18 Glo_s§ophaga M | Casa abandonada | Sdo Francisco do Conde | 2009 N | ND
soricina
19 C. brevicauda M | Caverna Santo Amaro 2009 N ND
Trachops NI | Bueiro Santo Amaro 2009 | N | ND
20 cirrhosus
21 C. perspicillata F [Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
D. rotundus NI DepOSIEO S&o Francisco do Conde | 2009 N | ND
22 subterraneo
23 D. rotundus Bueiro Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
. Dep6si .
C. perspicillata epOSI'EO S&o Francisco do Conde | 2009 N | ND
24 subterraneo
C. perspicillata M DepOSIEO S&o Francisco do Conde | 2009 N | ND
25 subterraneo
. Dep6si .
C. perspicillata M epOSI'EO Sdo Francisco do Conde | 2009 N ND
26 subterraneo
. Deposit . .
C. perspicillata M ep03|Ao Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
27 subterraneo
. Deposit . .
C. perspicillata M ep05|Ao Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
28 subterraneo
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29 C. perspicillata M | Bueiro Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
30 C. perspicillata M | Bueiro Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
31 C. perspicillata F [Bueiro S8o Francisco do Conde | 2009 N | ND
32 C. perspicillata M | Bueiro S8o Francisco do Conde | 2009 N | ND
33 C. brevicauda M | Bueiro Sé&o Francisco do Conde | 2009 N | ND
34 C. perspicillata F [Bueiro S8o Francisco do Conde | 2009 N | ND
35 C. perspicillata F [Bueiro Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
36 C. perspicillata M | Bueiro Séo Francisco do Conde | 2009 N | ND
37 C. perspicillata F [Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
38 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
39 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
40 C. perspicillata M | Bueiro Conceicao do Jacuipe 2009 P ND
41 C. perspicillata M [ Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
42 C. brevicauda M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N | ND
43 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
44 C. perspicillata M [ Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
45 C. perspicillata M [ Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
46 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
47 C. perspicillata F | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 P | ND
48 I;lcj):i(gorhma NI | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
49 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
50 C. perspicillata F [Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
51 C. perspicillata M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
52 C. perspicillata M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
53 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
54 C. perspicillata M | Bueiro Conceicdo do Jacuipe 2009 N | ND
55 C. perspicillata M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
56 C. perspicillata M | Bueiro Conceigdo do Jacuipe 2009 N ND
57 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
58 C. brevicauda F [Bueiro Santo Amaro 2009 N ND
59 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N ND
60 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
61 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
62 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
63 C. brevicauda M | Bueiro Santo Amaro 2009 N ND
64 C. brevicauda M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
65 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
66 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
67 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
68 C. perspicillata M | Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
69 C. perspicillata F [Bueiro Santo Amaro 2009 N | ND
70 Molossus rufus F | Dep6sito de dgua | Santo Amaro 2009 N | ND
71 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N

72 D. rotundus M | Bueiro Santo Antonio de Jesus 2014 N N

73 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N

74 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N
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75 D. rotundus M | Bueiro Santo Antdnio de Jesus 2014 N N
76 D. rotundus M | Bueiro Santo Antdnio de Jesus 2014 N N
77 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N
78 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N
79 D. rotundus M | Bueiro Santo Antdnio de Jesus 2014 N N
80 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N
81 D. rotundus M | Bueiro Santo Antbnio de Jesus 2014 N N
82 D. rotundus M | Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
83 D. rotundus M | Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
84 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
85 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitoria 2015 N N
86 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
87 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
88 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitoria 2015 N N
89 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitoria 2015 N N
90 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
91 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
92 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
93 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
94 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
95 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
96 D. rotundus M [ Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N
97 D. rotundus M | Caverna Santa Maria da Vitéria 2015 N N

ND = N&o disponivel; NI = N&o identificado; M = Macho; F = Fémea; P = Positivo; N = Negativo.




