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BERNARDES, M. J. Ocorréncia de tripanossomatideos em quiropteros
urbanos de Bauru, Sdo Paulo: evidéncias moleculares, implicacdes
ecologicas e epidemioldgicas. Botucatu, 2026. 128p. Tese (Doutorado em
Animais Selvagens — Clinica, conservacdo e preservacdo) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

As alteracGes ambientais decorrentes da urbanizacao favorecem a aproximacao
entre fauna silvestre, animais domésticos e seres humanos, ampliando as
oportunidades de circulacdo de agentes infecciosos. Nesse contexto, 0s
quirdpteros destacam-se como hospedeiros de diversos microrganismos,
incluindo protozoarios da familia Trypanosomatidae. O presente estudo teve
como objetivo investigar a ocorréncia de tripanossomatideos em morcegos
provenientes da zona urbana do municipio de Bauru, estado de Sdo Paulo, e
caracterizar molecularmente os parasitas detectados. Foram analisados 50
morcegos provenientes das acdes de vigilancia ambiental do municipio,
encontrados mortos ou moribundos entre janeiro e dezembro de 2024. Amostras
de figado, baco, coracdo e pele foram submetidas a extracdo de DNA e a
deteccdo molecular de tripanossomatideos por Nested PCR direcionada ao gene
18S rRNA. As amostras positivas foram sequenciadas pelo método Sanger, e as
sequéncias obtidas foram utilizadas para identificacdo molecular e andlise
filogenética. Adicionalmente, realizou-se PCR convencional direcionada ao gene
HSP70 para investigacéo especifica de Leishmania spp. A deteccdo de DNA de
tripanossomatideos foi observada em 18 dos 50 morcegos analisados (36,0%).
O sequenciamento revelou predominancia de Trypanosoma cruzi, identificado
em 32 das 33 sequéncias obtidas (96,97%), enquanto uma sequéncia (3,03%)
foi identificada como Trypanosoma lainsoni. Ndo foi detectado DNA de
Leishmania spp. nas amostras analisadas. A analise estatistica evidenciou
diferenca global na frequéncia de detecgé@o molecular entre os tecidos avaliados,
com maior frequéncia observada no bacgo, seguido pelo coragdo. Além disso,
61,1% dos morcegos positivos apresentaram deteccao do parasita em mais de
um tecido. Os resultados ampliam o conhecimento sobre a circulacdo de
tripanossomatideos em morcegos urbanos, registram pela primeira vez a
ocorréncia de Trypanosoma cruzi em algumas das espécies analisadas e
descrevem a deteccao de Trypanosoma lainsoni em Molossus rufus, ampliando
o espectro de hospedeiros conhecidos para esse tripanossomatideo e sua



distribuicdo geografica para o estado de S&o Paulo. Esses achados contribuem
para o entendimento da circulacdo de tripanossomatideos em ambientes
urbanos e fornecem subsidios para futuras investigacdes ecoldgicas e
epidemioldgicas e para o aprimoramento da vigilancia desses parasitas em
populacdes de fauna silvestre.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Trypanosoma lainsoni. Morcegos. Fauna
silvestre. Saude Unica.



BERNARDES, M. J. Occurrence of trypanosomatids in urban bats from
Bauru, S&o Paulo, Brazil: molecular evidence, ecological and
epidemiological implications. Botucatu, 2026. 128 p. Thesis (Doctorate in Wild
Animals — Clinical Practice, Conservation and Preservation) — School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Sdo Paulo State University (UNESP),
Botucatu, Brazil.

ABSTRACT

Environmental changes resulting from urbanization promote closer contact
among wildlife, domestic animals, and humans, increasing opportunities for the
circulation of infectious agents. In this context, bats are recognized as hosts of a
wide range of microorganisms, including protozoa of the family
Trypanosomatidae. The present study aimed to investigate the occurrence of
trypanosomatids in bats from the urban area of the municipality of Bauru, S&o
Paulo State, Brazil, and to molecularly characterize the detected parasites. A total
of 50 bats obtained through the municipality's environmental surveillance
activities, found dead or moribund between January and December 2024, were
analyzed. Liver, spleen, heart, and skin samples were subjected to DNA
extraction and molecular detection of trypanosomatids by Nested PCR targeting
the 18S rRNA gene. Positive samples were sequenced using the Sanger method,
and the resulting sequences were used for molecular identification and
phylogenetic analysis. Additionally, conventional PCR targeting the HSP70 gene
was performed for the specific detection of Leishmania spp. Trypanosomatid
DNA was detected in 18 of the 50 bats analyzed (36.0%). Sequencing revealed
a predominance of Trypanosoma cruzi, identified in 32 of the 33 sequences
obtained (96.97%), whereas one sequence (3.03%) was identified as
Trypanosoma lainsoni. No Leishmania spp. DNA was detected in the analyzed
samples. Statistical analysis demonstrated an overall difference in the frequency
of molecular detection among the tissues evaluated, with the highest frequency
observed in the spleen, followed by the heart. Furthermore, 61.1% of the positive
bats showed parasite detection in more than one tissue. The results expand
current knowledge on the circulation of trypanosomatids in urban bats, report for
the first time the occurrence of Trypanosoma cruzi in some of the bat species

analyzed, and describe the detection of Trypanosoma lainsoni in Molossus rufus,



expanding the spectrum of known hosts for this trypanosomatid and its
geographic distribution to Sdo Paulo State. These findings contribute to a better
understanding of the circulation of trypanosomatids in urban environments and
provide support for future ecological and epidemiological investigations, as well

as for improving the surveillance of these parasites in wildlife populations.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Trypanosoma lainsoni. Bats. Wildlife. One
Health.



Impacto cientifico do produto gerado

O presente estudo representa um avanco relevante para o conhecimento
sobre a circulagéo de tripanossomatideos em quirépteros de ambientes urbanos
brasileiros, ao fornecer evidéncias moleculares inéditas sobre a ocorréncia de
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma lainsoni em morcegos do municipio de
Bauru, S&o Paulo. Os resultados ampliam o espectro de hospedeiros conhecidos
para esses parasitas, com novos registros de infeccdo por T. cruzi e T. lainsoni
em determinadas espécies de quirépteros, além de estenderem a distribuicédo
geografica de T. lainsoni para o estado de Sao Paulo. Nesse contexto, a
pesquisa reforca o papel dos morcegos como hospedeiros relevantes na
manutencdo de tripanossomatideos e destaca sua possivel participacdo em
redes ecoldgicas complexas que envolvem multiplos hospedeiros e vetores. Ao
mesmo tempo, a auséncia de deteccédo de material genético de Leishmania spp.
contribui para o melhor entendimento da epidemiologia local. Do ponto de vista
metodoldgico, o estudo demonstra a aplicabilidade e a robustez de ferramentas
moleculares na investigacdo de tripanossomatideos em fauna silvestre. A
analise comparativa entre tecidos evidencia o potencial do baco e do coracdo
como alvos prioritarios para a deteccdo molecular desses parasitas em
mamiferos silvestres, oferecendo subsidios praticos para o delineamento de
futuros estudos. Por fim, os achados desta tese possuem implicacdes diretas
para a vigilancia epidemiolégica e ambiental, ao demonstrar a circulacéo de T.
cruzi na comunidade urbana de morcegos de Bauru, especialmente por se tratar
de uma regido ndo endémica para a doenca de Chagas. Dessa forma, esta tese
fortalece a base cientifica necessaria para subsidiar politicas publicas e acbes
integradas de vigilancia em saude, considerando as interacdes entre ambiente,

fauna silvestre e populacées humanas sob a perspectiva da Saude Unica.



1 INTRODUCAO

Dentre as consequéncias diretamente associadas as alteracdes
ambientais de origem antrépica, destaca-se a emergéncia e a reemergéncia de
doencas infecciosas em populacdes humanas, animais domeésticos e fauna
silvestre (Daszak; Cunningham; Hyatt, 2001). As zoonoses, definidas como
doencas e infec¢cdes naturalmente transmitidas entre animais vertebrados e
seres humanos, representam uma parcela expressiva das doencgas infecciosas
emergentes e reemergentes, configurando importante desafio a saude publica
global (Karesh et al., 2012; WHO; FAO, 1959).

Nesse contexto, epidemias e pandemias frequentemente resultam de
processos de transbordamento zoonoético (spillover), nos quais agentes
infecciosos originalmente mantidos em hospedeiros animais passam a infectar
seres humanos, podendo posteriormente estabelecer cadeias de transmisséo
sustentadas (WHO, 2023).

Fatores como a intensificacdo da producdo animal, a expansdo da
fronteira agricola, as mudancas climaticas e a urbanizacdo promovem a perda e
a fragmentacéo de habitats naturais, alterando a disponibilidade de recursos e
forcando o deslocamento da fauna silvestre para ambientes antropizados
(Ellwanger et al., 2020; Garcia-Moreno, 2023; Karesh et al., 2012; WHO, 2023).
Esse cenério intensifica a interface entre seres humanos e animais silvestres,
ampliando a exposicao a agentes infecciosos (Keesing et al., 2010; Tazerji et al.,
2022).

Entre os grupos de mamiferos que apresentam elevada capacidade de
adaptacao a ambientes modificados destacam-se os quirépteros (Nunes; Rocha;
Cordeiro-Estrela, 2017). Diversas espécies da ordem Chiroptera utilizam areas
urbanizadas como fonte de alimento e abrigo, ocupando edificacées, forros,
tubulacbes e outras estruturas antropicas (Reis, 2002). Caracteristicas
biolégicas como longevidade, comportamento gregario, alta densidade
populacional, mobilidade e ampla distribuicdo geografica contribuem para o
papel desses animais na manutencdo e na circulacdo de diversos agentes

potencialmente patogénicos (Calisher et al., 2006).



Entre os agentes infecciosos de relevancia zoondtica associados aos
morcegos no Brasil, destacam-se os protozoarios da familia Trypanosomatidae,
incluindo o Trypanosoma cruzi e espécies do género Leishmania (Castelo-
Branco et al., 2023). Esses hemoflagelados apresentam ciclos de transmissao
complexos e envolvem multiplos hospedeiros vertebrados e invertebrados,
sendo 0s morcegos potenciais participantes de ciclos silvestres e,
possivelmente, de cenarios periurbanos e urbanos.

No municipio de Bauru, estado de Sao Paulo, foram registrados casos
autoctones e 6bitos por leishmaniose humana entre 2017 e 2025 (Sao Paulo,
2026¢), indicando a manutencdo da transmissdo da doenca nha regido.
Entretanto, ainda s&o escassas as informacdes acerca da ocorréncia molecular
de tripanossomatideos em quirdpteros nesse contexto geogréfico,
especialmente diante da crescente urbanizacao e fragmentacdo ambiental.

A investigacdo molecular desses protozoarios em morcegos contribui
para a compreensdo da manutencdo de ciclos enzooéticos, da possivel
participacdo desses mamiferos na dindmica de transmissao e de suas potenciais
implicacdes para a saude publica. Além disso, técnicas moleculares permitem a
deteccado de infec¢Bes subpatentes e a caracterizacdo genética dos parasitas,
ampliando a precisao diagnostica e epidemiolégica.

Considerando a crescente interface entre fauna silvestre, animais
domésticos e seres humanos, investigacdes dessa natureza sao fundamentais
dentro da abordagem da Sautde Unica (One Health), que reconhece a
interdependéncia entre a salde humana, animal e ambiental.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de
tripanossomatideos em morcegos coletados no municipio de Bauru (SP),
contribuindo para o conhecimento da ocorréncia, da diversidade e da circulacéo
desses protozodrios, bem como sobre suas potenciais implicacdes ecolégicas e
epidemioldgicas na regiao.

Ao integrar aspectos relacionados a saude publica, as alteracdes
ambientais e a fauna silvestre, o presente estudo alinha-se aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nagbes Unidas,
especialmente ao ODS 3 — Saude e Bem-Estar e ao ODS 15 — Vida Terrestre,
que incentivam acfes voltadas a promocao da saude e a conservacao dos

ecossistemas terrestres.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 QuirOpteros: aspectos gerais e sua relagdo com microrganismos

potencialmente zoondticos

A ordem Chiroptera compreende 0s Unicos mamiferos capazes de voo
ativo, caracteristica que os diferencia ecologicamente dos demais grupos (Kunz,
1982). Representa a segunda maior ordem de mamiferos, superada apenas por
Rodentia, totalizando 21 familias, 227 géneros e 1.386 espécies descritas
(Burgin et al., 2018; Kunz, 1982).

A ecolocalizagdo constitui uma adaptacéo fundamental para a orientacéo
espacial e a captura de presas em ambientes de baixa luminosidade (Jones,
2005). Associada ao voo, essa caracteristica impulsionou a diversificacdo de
habitos alimentares e estratégias comportamentais, possibilitando a exploracao
de uma ampla variedade de nichos ecolégicos e recursos troficos (Jones;
Teeling, 2006; Kunz, 1982), o que contribui para a extensa distribuicdo
geografica dos morcegos, presentes em praticamente todos os ambientes
terrestres, exceto regibes polares extremas (Fenton; Ratcliffe, 2010; Kunz,
1982).

Inicialmente, a ordem Chiroptera foi dividida nas subordens
Megachiroptera e Microchiroptera. A subordem Megachiroptera compreendia
exclusivamente a familia Pteropodidae, cujas espécies nao apresentam
ecolocalizagéo e utilizam predominantemente a visao e o olfato para orientagéo.
Esses morcegos alimentam-se predominantemente de frutos e flores, sendo
conhecidos como morcegos frugivoros do Velho Mundo (Mickleburgh; Hutson;
Racey, 1992).

Por sua vez, a subordem Microchiroptera reunia morcegos com
capacidade de ecolocalizacdo e ampla distribuicdo geografica. Esse grupo
apresenta grande diversidade de habitos alimentares, com predominio da
insetivoria, mas incluindo também espécies que consomem outros
invertebrados, vertebrados, sangue, frutos, néctar e pélen (Hutson; Mickleburgh;
Racey, 2001; Kunz, 1982; Reis et al., 2007).

No entanto, estudos filogenéticos demonstraram que essa classificacao

nao reflete adequadamente as relacdes evolutivas do grupo (Teeling et al.,



2000). Atualmente, a divisdo reconhecida contempla as subordens
Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. A primeira € composta pelas familias
Pteropodidae, Rhinolophidae, Hipposideridae, Rhinonycteridae,
Rhinopomatidae, Megadermatidae e Craseonycteridae. A subordem
Yangochiroptera é composta pelas familias Emballonuridae, Nycteridae,
Natalidae, Molossidae,  Cistugidae, Miniopteridae,  Vespertilionidae,
Myzopodidae, Mystacinidae, Mormoopidae, Phyllostomidae, Thyropteridae,
Furipteridae e Noctilionidae (Hao et al., 2023; Solari et al., 2019; Springer et al.,
2001). Assim, a subordem Yangochiroptera € formada exclusivamente por
morcegos ecolocalizadores, que também predominam em Yinpterochiroptera.

No Brasil, os quirOpteros pertencem exclusivamente a subordem
Yangochiroptera e estdo distribuidos em todos os biomas, incluindo ambientes
urbanos (Reis et al., 2007), compreendendo nove familias, 68 géneros e 178
espécies, das quais dois géneros e dez espécies sdo endémicos (Nogueira et
al., 2014).

Mesmo diante de ameacas como perda e fragmentacdo de habitat,
expansdo agricola, uso de pesticidas e herbicidas, poluicdo luminosa e
mortalidade associada a turbinas eolicas (Fenton; Ratcliffe, 2010; Tuttle, 2013),
0os morcegos desempenham papéis ecoldgicos essenciais. Entre 0s servicos
ecossistémicos prestados destacam-se o controle de populacdes de insetos,
inclusive pragas agricolas e vetores de doencas (Aguiar et al., 2021; Kunz et al.,
2011), a dispersdo de sementes e a polinizacéo, além da contribuicdo para a
ciclagem de nutrientes por meio do acumulo de guano (Kunz et al., 2011).

Os morcegos apresentam caracteristicas bioldgicas relevantes para a
dindmica de transmissao de microrganismos, como longevidade elevada para o
porte corporal, comportamento gregario e formacdo de colénias numerosas
(Fenton; Ratcliffe, 2010). Essas caracteristicas podem favorecer a manutencao
e a circulacdo de agentes infecciosos em populacbes naturais e,
consequentemente, contribuir para a reconhecida associacdo dos quiropteros
com diversos microrganismos potencialmente zoonéticos (Han et al., 2015;
Plowright et al., 2015).

Entre os virus, mais de 200 espécies ja foram descritas em associacao
com morcegos, incluindo virus de RNA de alta variabilidade genética (Allocati et

al., 2016). Destaca-se a importancia epidemiolégica dos Lyssavirus,



particularmente do virus da raiva, cuja manutencdo no Brasil envolve
principalmente 0 morcego hematofago Desmodus rotundus (Banyard et al.,
2013; Favoretto et al., 2013).

No grupo das bactérias, espécies como Bartonella spp., Leptospira spp. e
membros da familia Enterobacteriaceae tém sido detectadas em morcegos
(Allocati et al., 2016). Quanto aos fungos, destacam-se Histoplasma capsulatum,
associado a histoplasmose, e Pseudogymnoascus destructans, agente
etiolégico da sindrome do nariz branco (Allocati et al., 2016; Frick; Puechmaille;
Willis, 2016; Taylor et al., 1999).

Entre os protozoarios potencialmente zoondticos descritos em morcegos
brasileiros, ha registros de Toxoplasma gondii; entretanto, predominam os
relatos envolvendo tripanossomatideos. Espécies do género Leishmania e o
Trypanosoma cruzi figuram entre os tripanossomatideos mais frequentemente
descritos nesses hospedeiros (Castelo-Branco et al., 2023), evidenciando a
possivel relevancia desse grupo de mamiferos na manutencdo de ciclos
silvestres de protozoérios de importancia médica.

Embora o papel dos quirépteros como reservatérios de diversos
microrganismos seja amplamente discutido, o verdadeiro envolvimento desses
animais nos ciclos epidemiolégicos de muitos agentes infecciosos ainda
permanece pouco esclarecido (Castelo-Branco et al.,, 2023). A crescente
sobreposicdo entre habitats humanos e populacbes de morcegos tem
intensificado o interesse cientifico sobre sua participacdo na dinamica de
transmissdo de agentes potencialmente zoondéticos, ressaltando a necessidade
de investigacdes especificas que esclarecam sua contribuicdo nos diferentes
contextos ecoldgicos.

2.2 Protozoéarios tripanossomatideos

Os tripanossomatideos (ordem Trypanosomatida) sao protozoarios
pertencentes ao filo Euglenozoa e a classe Kinetoplastea (Kinetoplastida) (Adl et
al., 2018; Moreira; Lopez-Garcia; Vickerman, 2004). A principal caracteristica
dessa classe é a presenca do cinetoplasto, uma estrutura composta por uma

rede altamente organizada de DNA mitocondrial (KDNA), localizada préxima ao



corpo basal do flagelo (Adl et al., 2005; Adl et al., 2018; Brewster; Aslett; Barker,
1998; Simpson, 1987).

O kDNA é constituido por dezenas de maxicirculos (20—40 kbp) e milhares
de minicirculos (1-2,5 kbp), interligados em uma Unica rede. Enquanto 0s
maxicirculos apresentam sequéncia relativamente conservada dentro de uma
mesma rede, 0s minicirculos sdo heterogéneos (Stuart, 1983). Os genes
codificados nos maxicirculos sofrem um processo de edi¢cdo de RNA guiado por
pequenas transcricbes derivadas dos minicirculos, resultando na formacéao de
RNAs mensageiros funcionais (Brewster; Aslett; Barker, 1998).

Os tripanossomatideos sdo organismos flagelados, possuindo flagelo
Unico associado a uma bolsa flagelar (Vickerman, 1994). Esse flagelo
desempenha fun¢bes essenciais relacionadas a mobilidade, adeséo celular e
morfogénese (Wheeler; Gluenz; Gull, 2013). Ao longo do ciclo de vida, os
tripanossomatideos apresentam diferentes formas morfoldgicas, refletindo sua
adaptacdo a distintos hospedeiros e ambientes. Historicamente, sua
classificagcdo baseava-se no posicionamento do flagelo em relagdo ao corpo
celular (Hoare; Wallace, 1966), distinguindo formas como tripomastigota,

epimastigota, promastigota e amastigota (Figura 1).

Figura 1 - Diagramas das principais classes morfologicas de tripanossomatideos
segundo Hoare e Wallace (1966). (A) Morfologias com flagelo fixado
lateralmente ao corpo celular. (B) Morfologias com flagelo livre (sem fixacao
lateral ao corpo celular, estendendo-se além do pescoco da bolsa flagelar). (C)
Morfologia amastigota, desprovida de flagelo longo e mdvel. (D) Estruturas
associadas ao flagelo.
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Entretanto, analises filogenéticas baseadas em marcadores moleculares
demonstraram limitagbes do sistema taxondmico tradicional, fundamentado
exclusivamente em caracteristicas morfolégicas e na especificidade de
hospedeiro (Kaufer et al., 2017). Atualmente, a taxonomia e a sistematica dos
tripanossomatideos  apoiam-se  predominantemente em  ferramentas
moleculares (Yurchenko; Butenko; Kostygov, 2021), permitindo reconstrugcdes

filogenéticas mais robustas (Figura 2).

Figura 2 - Arvore filogenética da familia Trypanosomatidae, resumindo
reconstrucdes filogenéticas baseadas principalmente no gene 18S rRNA.



r— Leptomonas §
o
Crithidia -] monoxenous
r L £ dixenous in plants
! -
i o dixenous in vertebrates
Porcisia
Endotrypanum
L. (Viannia)

L. (Leishmania) Leishmaniinae

L. (Sauroleishmania)

Leishmania
Leishmaniatae

L. (Mundinia)

Novymonas

Zelonia

Borovskyia

Obscuromonas B
Blastocrithidiinae

Blastocrithidia

Herpetomonas
/_i Lafontella Herpetomonadinae
Phytomonas

Jaenimonas

Angomonas
Strigomonas Strigomonadinae
Kentomonas

prmmmem— Sergeia

| SE—— Wallacemonas

& Vickermania
\ Blechomonas Blechomonadinae

Trypanosoma

Trypanosomatinae

fRrypancsoma Paratrypanosomatinae

Fonte: Kostygov et al. (2021, p. 12)

Do ponto de vista biologico, os tripanossomatideos sao parasitas
obrigatérios (Adl et al., 2018; Vickerman, 1994; Wheeler; Gluenz; Gull, 2013),
apresentando dois tipos de ciclo de vida: monoxénico, envolvendo apenas
hospedeiros invertebrados, e dixénico, que inclui um hospedeiro invertebrado
vetor e um hospedeiro vertebrado ou vegetal (Wheeler; Gluenz; Gull, 2013).
Esses protozoarios apresentam ampla diversidade de hospedeiros, podendo
infectar desde vegetais e invertebrados até vertebrados, incluindo mamiferos e
seres humanos (Rey, 2008).

Os géneros Trypanosoma e Leishmania estdo entre 0s
tripanossomatideos de maior relevancia médica. No género Trypanosoma, T.
cruzi € o agente etiologico da doenca de Chagas, enquanto as leishmanioses,

causadas por espécies do género Leishmania, constituem importantes doencas



tropicais negligenciadas que afetam milhares de pessoas anualmente em

diferentes regides do mundo (Simpson; Stevens; Lukes, 2006).

2.2.1 Género Leishmania

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitas dixénicos que
apresentam duas formas morfolégicas principais: a promastigota, presente no
trato digestorio do inseto vetor (familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae),
e a amastigota, forma intracelular obrigatéria encontrada nos hospedeiros
vertebrados (Rey, 2008; Silva et al., 2014).

A descrigcao do género remonta a 1903, quando Ronald Ross, com base
nos achados de William Leishman e Charles Donovan, propds o nome
Leishmania donovani para o agente identificado em pacientes com febre,
esplenomegalia e anemia na india (Cupolillo; Boité; Porrozzi, 2014). Desde
entdo, diversas espécies foram descritas e diferentes sistemas de classificacédo
tém sido propostos.

Inicialmente, a classificacdo das leishmanias baseava-se em
manifestacfes clinicas e aspectos epidemiologicos, distinguindo formas
viscerais e tegumentares (Kirk, 1949). Contudo, esse sistema mostrou-se
limitado, uma vez que manifestacdes clinicas distintas podem ser causadas por
diferentes espécies (Rey, 2008).

Com base em critérios biologicos, Lainson e Shaw (1987) propuseram a
divisdo das leishmanias que infectam mamiferos em dois subgéneros:
Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). O primeiro agrupa espécies
que se desenvolvem no trato digestério médio e anterior do vetor, com
distribuicdo tanto no Velho quanto no Novo Mundo, enquanto o subgénero
Viannia relne espécies que se desenvolvem no intestino posterior do vetor, com
distribuicdo restrita aos tropicos americanos. As leishmanias que parasitam
répteis sdo agrupadas no subgénero Sauroleishmania.

Estudos moleculares corroboraram essa divisdo e contribuiram para o
refinamento da sistematica do grupo (Fraga et al., 2010; Harkins et al., 2016).
Mais recentemente, foi proposto o subgénero Leishmania (Mundinia) para
agrupar espeécies anteriormente nao alocadas nos subgéneros classicos

(Espinosa et al., 2016). Outra proposta filogenética sugere a divisdo em duas
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grandes secdes: Euleishmania, que engloba os subgéneros Leishmania e

Viannia, e Paraleishmania, que inclui espécies anteriormente classificadas de

forma incerta, além de espécies agrupadas em Endotrypanum (Cupolillo et al.,
2000).

Atualmente, sdo reconhecidas 53 espécies de Leishmania, distribuidas

entre os diferentes subgéneros e secfes, das quais 31 infectam mamiferos e

aproximadamente 20 sao consideradas patogénicas para seres humanos
(Akhoundi et al., 2016) (Figura 3).

Figura 3 - Classificacao filogenética das espécies do género Leishmania.
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Do ponto de vista epidemiologico, as espécies de maior importancia
médica pertencem aos subgéneros Leishmania e Viannia (Rey, 2008). Espécies
filogeneticamente mais proximas podem ser agrupadas em complexos (Lainson;

Shaw, 1987), como os complexos L. braziliensis, L. mexicana e L. donovani, que
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apresentam padrdes distintos de distribuicdo geografica, tropismo tecidual e
gravidade clinica.

O complexo L. donovani, que inclui L. (L.) donovani e L. (L.) infantum,
apresenta marcada tendéncia a visceralizagdo, com parasitismo predominante
em Orgaos do sistema fagocitico mononuclear. Nas Américas, L. (L.) infantum é
0 agente etioldgico da leishmaniose visceral, tendo o cdo doméstico como
principal reservatorio (Dantas-Torres, 2009; Rey, 2008).

As leishmanioses sdo consideradas antropozoonoses, apresentando
ciclos de transmissdo predominantemente silvestres ou peridomésticos, nos
quais o ser humano pode atuar como hospedeiro acidental (Cupolillo; Boité;
Porrozzi, 2014). Os hospedeiros e reservatorios variam conforme a regido
geografica, incluindo diversos mamiferos silvestres e domésticos (Akhoundi et
al., 2016). Nas Américas, determinadas populacdes pertencentes as ordens
Didelphimorphia, Cingulata, Pilosa, Rodentia, Primates, Carnivora e Chiroptera
tém sido identificadas como hospedeiras e/ou potenciais reservatérios de
Leishmania spp. na natureza (Roque; Jansen, 2014).

Os vetores sao flebotomineos, dipteros hematdéfagos amplamente
distribuidos, sendo descritas aproximadamente 1.000 espécies no mundo, das
quais cerca de 20 estdo envolvidas na transmissdo das leishmanioses nas
Américas (Alvar, 2018). Na América do Sul, Lutzomyia longipalpis € considerada
a principal espécie vetora de L. infantum, embora outras espécies também
possam participar da transmisséo (Dantas-Torres, 2009).

O ciclo da leishmaniose inicia-se com a inoculagcdo de promastigotas
durante a hematofagia da fémea do flebotomineo. No hospedeiro vertebrado, os
parasitas sao fagocitados por células do sistema mononuclear fagocitico, onde
se diferenciam em amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria. A
manifestacéo clinica da doenca depende da interacdo entre a espécie parasitaria
e a resposta imune do hospedeiro (Conceicao-Silva; Alves, 2014).

As leishmanioses séo classificadas como doencas tropicais
negligenciadas e apresentam forte associagdo com processos de
desmatamento, urbanizagao e alteracbes ambientais, fatores que influenciam a
distribuicdo dos vetores e favorecem a expanséo da doenca (Pacheco; Carvalho-
Costa, 2014).
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2.2.2 Género Trypanosoma

O género Trypanosoma € composto por protozodrios dixénicos que
parasitam todas as classes de vertebrados, sendo transmitidos por artropodes
hematofagos ou sanguessugas (Hamilton; Gibson; Stevens, 2007; Kostygov et
al., 2021; Rey, 2008). Atualmente, sdo reconhecidas aproximadamente 500
espécies distribuidas em todos os continentes (Hamilton; Gibson; Stevens, 2007;
Kostygov et al., 2021).

Nos hospedeiros  vertebrados, 0s tripanossomas ocorrem
predominantemente nas formas morfologicas tripomastigota e amastigota,
engquanto, nos invertebrados vetores, predominam as formas epimastigota e
tripomastigota (Kostygov et al., 2021). A transmissao pode ocorrer por via
inoculativa, quando o parasita é introduzido pela saliva do vetor durante a
hematofagia, ou por via contaminativa, quando as formas infectantes sao
eliminadas nas fezes do vetor e penetram no hospedeiro por solucdo de
continuidade ou por mucosas, podendo também ocorrer pela ingestdo do vetor
(Hamilton; Gibson; Stevens, 2007).

Tradicionalmente, os tripanossomas de mamiferos foram divididos nas
secOes Salivaria e Stercoraria, de acordo com o local de desenvolvimento no
vetor e 0 modo de transmissdo. A secdo Stercoraria compreende 0s
tripanossomas cujo desenvolvimento se completa na porcdo posterior do
intestino do vetor, com transmissao contaminativa, incluindo subgéneros como
Megatrypanum, Herpetosoma, Schizotrypanum e Endotrypanum. Ja na secédo
Salivaria, o desenvolvimento ocorre na regiao anterior do vetor, com transmissao
inoculativa, abrangendo subgéneros como Duttonella, Nannomonas,
Pycnomonas e Trypanozoon (Hoare, 1964).

Entretanto, analises filogenéticas demonstraram que essa divisdo nao
reflete adequadamente as relacdes evolutivas do grupo. Embora a secao
Salivaria receba suporte parcial, a secdo Stercoraria ndo é sustentada
filogeneticamente (Hamilton; Stevens, 2017). Assim, os termos Salivaria e
Stercoraria ndo possuem valor taxonémico formal, representando apenas

distingbes baseadas no modo de transmisséo (Kostygov et al., 2021).
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Atualmente, a classificacdo do género baseia-se em clados filogenéticos

gue agrupam espécies com ancestralidade comum (Hamilton; Stevens, 2017)

(Figura 4). Aproximadamente dez clados bem estabelecidos sao reconhecidos:

Figura 4 - Relacgdes filogenéticas das principais linhagens de Trypanosoma. (A)

Relacdes filogenéticas entre os principais clados do género. Grupos conectados

por linhas horizontais descendem de um ancestral comum. (B) Detalhamento

das relag@es filogenéticas dentro do clado T. cruzi.
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a) Clado aquético — inclui tripanossomas de vertebrados aquaticos, como

peixes e anfibios (Stevens; Gibson, 1999), além de jacarés (Fermino et

al., 2015), quelbnios e ornitorrincos (Jakes; Donoghue; Adlard, 2001),

sendo transmitidos principalmente por sanguessugas (Stevens; Gibson,

1999);
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Clado Trypanosoma pestanai — compreende tripanossomas do texugo-
europeu, transmitidos por pulgas (Lizundia et al., 2011), além de espécies
associadas a marsupiais australianos (Mclnnes et al., 2010);

Clado Trypanosoma lewisi — retine tripanossomas de roedores (Hamilton;
Stevens, 2017), além de coelhos (Hamilton et al., 2005) e musaranhos
(Bray et al., 2007);

Clado Trypanosoma irwini — inclui espécies parasitas de mamiferos e
aves, evidenciando eventos de troca de hospedeiros entre diferentes
classes de vertebrados (Hamilton; Stevens, 2017);

Clado crocodiliano — agrupa tripanossomas de crocodilianos da Africa e
da América do Sul, incluindo Trypanosoma grayi, transmitido pela mosca
tsé-tsé (Viola et al., 2008);

Clado Trypanosoma brucei — engloba espécies de mamiferos africanos
transmitidas por moscas tsé-tsé, incluindo Trypanosoma brucei,
Trypanosoma congolense, Trypanosoma evansi e outras de importancia
veterindria. Duas subespécies de T. brucei infectam seres humanos (T. b.
gambiense e T. b. rhodesiense) (Hamilton; Stevens, 2017);

Clado lagartos-serpentes/roedores-marsupiais — agrupa tripanossomas
de lagartos e serpentes, transmitidos por flebotomineos (Hamilton;
Stevens, 2017; Minter-Goedbloed et al., 1993), e tripanossomas de
roedores e marsupiais, incluindo Trypanosoma lainsoni (Ortiz et al., 2017);
Clado aviario — compreende os subclados Trypanosoma avium e
Trypanosoma corvi, transmitidos por diferentes grupos de insetos
(Votypka; Lukes; Obornik, 2004; Hamilton; Stevens, 2017);

Clado Trypanosoma theileri — reune tripanossomas de mamiferos
marsupiais e  placentarios, incluindo  Trypanosoma theileri,
frequentemente encontrado em bovinos (Hamilton; Stevens, 2017;
Rodrigues et al., 2005);

Clado T. cruzi — inclui tripanossomas associados a diversos mamiferos,
destacando-se T. cruzi e Trypanosoma rangeli, além de varias espécies
associadas a quiropteros, como Trypanosoma dionisii, Trypanosoma
erneyi, Trypanosoma vespertilionis, Trypanosoma livingstonei,
Trypanosoma wauwau, Trypanosoma spp. Neobats e Trypanosoma cruzi

marinkellei (Hamilton; Stevens, 2017).
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Dentre esses clados, o clado T. cruzi possui especial relevancia
epidemioldgica por incluir o agente etiologico da doenca de Chagas. Esse
protozoario apresenta elevada diversidade genética, sendo classificado em seis
Unidades Discretas de Tipagem (DTUs), denominadas Tcl a TcVI, além da
linhagem Tcbat, predominantemente associada a morcegos. Cada DTU
apresenta diferencas quanto a distribuicdo geografica, nichos ecoldgicos,
hospedeiros, vetores e manifestacdes clinicas (Zingales et al., 2012).

T. cruzi € um parasita com ampla gama de hospedeiros, cujo ciclo de
transmissdo, no Brasil, envolve diversas ordens de mamiferos, incluindo
Artiodactyla, Chiroptera, Primates, Carnivora, Rodentia, Cingulata, Pilosa e
Didelphimorphia. Nesse sistema complexo, determinadas populacbes de
primatas, marsupiais, quiropteros e do carnivoro Nasua nasua tém sido
identificadas como componentes importantes do sistema reservatorio de T. cruzi,
em razao das elevadas taxas de parasitemia e da competéncia para abrigar
maior diversidade de espécies e gendtipos de Trypanosoma spp. (Jansen;
Xavier; Roque, 2018).

Historicamente, a doenca de Chagas constituiu uma enzootia de animais
silvestres, tornando-se uma zoonose de grande relevancia apés a adaptacéo de
vetores ao ambiente doméstico, em decorréncia de processos de desmatamento
e ocupacao humana (Zingales, 2011). Embora o controle de Triatoma infestans
tenha reduzido a transmisséo vetorial classica no Brasil (Silva; Tonietti; Eleutério,
2019), espécies secundarias continuam desempenhando papel epidemiolégico
relevante (Monteiro et al., 2025). Além disso, a circulacdo de animais silvestres
em ambientes domésticos e peridomésticos, bem como a incursdo de animais
domésticos em areas silvestres, influenciam a epidemiologia da doenca,
favorecendo a introducédo da infeccdo no ambiente domiciliar (Zingales, 2011).

Atualmente, a epidemiologia de T. cruzi no Brasil vem se modificando,
com predominio de casos e surtos da doenca de Chagas associados a ingestao
de alimentos contaminados por formas metaciclicas do parasita (Jansen; Xavier;
Roque, 2018). Em seres humanos, a infeccdo também pode ocorrer por outras
vias, como a transmissao congénita, transfusional e por transplante (Brasil,
2026). A doenca de Chagas permanece como uma importante doenca tropical
negligenciada, afetando milhdes de pessoas nas Américas (PAHO, 2021; WHO,
2025).
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2.3 Trypanosoma spp. associados a quirépteros

Os morcegos compartilham uma longa histéria evolutiva com os
tripanossomatideos e sdo reconhecidos como hospedeiros de diversas espécies
de Trypanosoma, incluindo parasitas com potencial zoonético (Torres et al.,
2024).

Embora morcegos com diferentes habitos alimentares possam hospedar
tripanossomas, a maioria das espécies infectadas descritas na literatura
apresenta habito insetivoro. Assim, a ingestdo de insetos infectados durante a
alimentacdo é considerada uma das principais vias de infeccdo (Beltz, 2018;
Ramirez et al., 2013; Torres et al., 2024).

Além disso, quirOpteros e triatomineos podem compartilhar abrigos,
inclusive em ambientes antropizados (Pinto et al.,, 2015), ampliando as
possibilidades de exposi¢do ao vetor. A transmissao também pode ocorrer por
contaminacdo com fezes de triatomineos infectados (Hamilton; Teixeira;
Stevens, 2012). Apesar dessas evidéncias, o real impacto dos quirGpteros na
dindmica epidemiolégica desses protozoarios ainda permanece pouco
compreendido (Lima et al., 2012; Torres et al., 2024).

A evolucdo do clado T. cruzi apresenta forte relacdo com os quirGpteros.
Evidéncias moleculares sustentam a hipotese da "semeadura por morcegos"
(bat seeding hypothesis), segundo a qual o ancestral comum dos tripanossomas
pertencentes ao clado T. cruzi teria sido um parasita exclusivo de morcegos que,
ao longo do tempo, diversificou-se e expandiu sua distribuicdo geogréfica,
passando a infectar outras espécies de mamiferos tanto no Novo quanto no
Velho Mundo (Hamilton; Teixeira; Stevens, 2012).

No Brasil, levantamentos recentes indicam que, pelo menos, nove
espécies ou subespécies de tripanossomas ja foram identificadas em morcegos
distribuidos nos diferentes biomas, incluindo T. cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii,
T. evansi, T. rangeli, T. wauwau, T. desterrensis, T. lainsoni, T. maedeirae e T.
janseni (Torres et al., 2024). Além disso, o grupo denominado T. spp. Neobats
reune diversas Unidades Taxonémicas Operacionais Moleculares ainda pouco
conhecidas, associadas a morcegos neotropicais (Alves et al., 2021; Lima et al.,
2015), sugerindo que a diversidade desses parasitas ainda esteja subestimada.
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Os tripanossomas do subgénero Schizotrypanum apresentam forte
associacdo com morcegos em diferentes regiées do mundo, com excecao de T.
cruzi, que infecta uma ampla variedade de mamiferos (Beltz, 2018; Lima et al.,
2012).

Marcili et al. (2009) descreveram o genoétipo Tcbat, inicialmente
identificado exclusivamente em morcegos das regifes Centro-Oeste e Sudeste
do Brasil e, posteriormente, reconhecido como uma DTU distinta dentro de T.
cruzi. Pinto et al. (2012) detectaram 0 mesmo genoétipo no Panamd, indicando
gue Tcbat pode estar amplamente distribuido na América Latina. No Brasil, esse
genatipo foi identificado em morcegos insetivoros das familias Vespertilionidae
e Noctilionidae, enquanto no Panama foi isolado de morcegos insetivoros da
familia Phyllostomidae, sugerindo comportamento parasitario generalista (Marcili
et al., 2009; Pinto et al., 2012).

Embora inicialmente considerado exclusivo de morcegos, Tcbat foi
posteriormente detectado em infeccdo mista com Tcl em uma crianga na
Colébmbia. Esse achado representa um importante alerta epidemiolégico, pois
demonstra o potencial de infeccdo humana dessa linhagem, ainda que
possivelmente associada a quadros assintomaticos (Ramirez et al., 2014).

Além de Tcbat, outras DTUs de T. cruzi também tém sido observadas em
morcegos, especialmente Tcl e Tcll, evidenciando uma associagao preferencial,
embora ndo exclusiva, desses genotipos com os quirdpteros (Zingales; Macedo,
2023).

T. c. marinkellei, considerada uma subespécie de T. cruzi, apresenta forte
associacdo com morcegos filostomideos (Cavazzana et al., 2010; Franzén et al.,
2012) e provavelmente € transmitida por triatomineos do género Cavernicola,
gue compartilham abrigos como cavernas, ocos de arvores e folhas de palmeiras
com esses mamiferos (Cavazzana et al., 2010; Marinkelle, 1982).

Estudos realizados no Brasil demonstram elevada diversidade de
tripanossomas em comunidades de morcegos. Cavazzana et al. (2010), ao
analisarem 1.043 individuos pertencentes a 63 espécies distribuidas em quatro
biomas brasileiros, identificaram T. cruzi, T. c. marinkellei e T. dionisii em
hospedeiros com diferentes habitos alimentares. Posteriormente, Dario et al.
(2017) registraram alta diversidade de tripanossomatideos em fragmentos de

Mata Atlantica do Sudeste do Brasil, incluindo infec¢des mistas envolvendo T.
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cruzi (Tcl, Tclll e TcV), T. c. marinkellei, T. rangeli e T. dionisii, além de gendtipos
ainda nao identificados pertencentes ao clado T. cruzi.

A ocorréncia de infec¢des mistas é frequente em morcegos (Beltz, 2018).
Cottontail et al. (2014) descreveram cinco espécies putativas de tripanossomas
infectando um Unico individuo de Artibeus jamaicensis. Coinfec¢bes também
foram relatadas em seres humanos, como no caso descrito por Dario et al.
(2016), no qual quatro DTUs de T. cruzi e T. dionisii foram detectadas em tecido
cardiaco de um paciente infectado por transmisséo oral.

Além da elevada diversidade de Trypanosoma spp. e da frequente
ocorréncia de infeccbes mistas nesses hospedeiros, 0s quirdpteros também
podem desempenhar papel relevante na manutencdo de outros
tripanossomatideos.

2.4 Leishmania spp. associadas a quirépteros

A infeccdo de morcegos por Leishmania spp. permanece menos
investigada quando comparada a infeccao por tripanossomas, e o papel desses
animais como reservatorios ainda nao esta completamente estabelecido (Castro
et al., 2020). Entretanto, estudos moleculares que detectaram DNA de
Leishmania spp. em morcegos sugerem que esses mamiferos podem atuar
como potenciais hospedeiros, participando da manutencdo do ciclo de
transmissao (Castro et al., 2020; Shapiro et al., 2013).

A transmissao vetorial por flebotomineos € considerada a via mais
provavel de infeccdo (Lima et al., 2025), especialmente em razdo do
compartilhamento de habitats, como é&reas florestais, cultivos agricolas,
cavernas e ambientes urbanos (Berzunza-Cruz et al., 2015; Gomez-Hernandez
et al., 2017; Teodoro et al., 2019). A coexisténcia espacial e a atividade noturna
coincidente entre morcegos e flebotomineos favorecem a interacéo entre esses
organismos (Berzunza-Cruz et al., 2015).

Estudos experimentais indicam que morcegos podem atuar como fontes
naturais de sangue para L. longipalpis (Lampo, 2000), e que a infeccéo por
Leishmania spp. também pode ocorrer por via oral, por meio da ingestao de

flebotomineos infectados ou células parasitadas (Reimann et al., 2022).
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No Brasil, investigacbes moleculares tém detectado DNA de Leishmania
Spp. em morcegos capturados tanto em ambientes urbanos quanto rurais (Castro
et al., 2020; Gomez-Hernandez et al., 2017; Savani et al., 2010). Castro et al.
(2020) relataram uma taxa de infeccdo de 28,9% em &rea endémica para
leishmaniose, com identificacdo de L. infantum e L. braziliensis. Mais
recentemente, Lima et al. (2025) observaram elevada diversidade de
tripanossomatideos em um parque urbano do Sudeste do Brasil, incluindo
coinfeccdes envolvendo L. infantum, L. braziliensis e Trypanosoma spp. Neobat
3.

Diante da elevada diversidade genética, da ocorréncia de infeccdes
mistas e da circulacdo simultdnea de diferentes espécies e genoétipos de
tripanossomatideos em quirGpteros, torna-se evidente que métodos diagndsticos
sensiveis e especificos sdo fundamentais para a correta identificacdo desses
parasitas. Nesse contexto, as ferramentas moleculares consolidaram-se como
instrumentos indispensaveis para a deteccdo e caracterizagcdo desses
protozodrios, contribuindo significativamente para estudos ecoldgicos,

epidemioldgicos e filogenéticos.

2.5 Diagndstico da infec¢do por tripanossomatideos

As técnicas utilizadas para o diagnostico de tripanossomatideos dos
géneros Leishmania e Trypanosoma em animais baseiam-se na deteccéo direta
do parasita, na identificacdo da resposta imune do hospedeiro ou na deteccao
de material genético do agente infeccioso (Desquesnes et al., 2022; WOAH,
2021).

2.5.1 Métodos parasitolégicos e sorolégicos

A deteccéo direta de Leishmania spp. pode ser realizada por meio de
exame parasitologico direto, exame citologico (identificagdo de amastigotas no
interior de macrofagos) ou técnicas histoldgicas. Entretanto, a baixa carga
parasitaria e a variagcdo da sensibilidade diagndstica entre diferentes tecidos

podem comprometer a deteccéo do parasita. O isolamento em cultura também
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€ amplamente empregado, porém requer laboratérios especializados e
apresenta tempo de processamento relativamente prolongado (WOAH, 2021).

No diagndstico de Trypanosoma spp., 0s métodos parasitolégicos incluem
0 exame microscépico de sangue fresco, o esfregaco sanguineo corado pelo
método de Giemsa e as técnicas de concentracdo de hematdécrito (HCT).
Contudo, a principal limitacdo dessas técnicas € a sensibilidade reduzida,
diretamente relacionada a concentracdo parasitaria e ao volume de amostra
analisado. Embora apresentem bom desempenho durante a fase aguda da
infeccdo, tornam-se pouco eficazes em infec¢cdes crbnicas ou subclinicas,
caracterizadas por baixa parasitemia. A eficiéncia do isolamento em cultura
também varia conforme a espécie de tripanossoma, sendo altamente sensivel
para algumas espécies e pouco eficaz para outras (Desquesnes et al., 2022).

Adicionalmente, a identificacdo morfolégica de T. cruzi em morcegos deve
ser interpretada com cautela, uma vez que espécies pertencentes ao subgénero
Schizotrypanum apresentam elevada similaridade morfoldgica, sendo
frequentemente referidas de forma genérica como T. cruzi-like (Marcili et al.,
2009).

Os testes soroldgicos, como o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), sdo empregados tanto para
Leishmania spp. quanto para Trypanosoma spp. e apresentam elevada
sensibilidade para a deteccdo de anticorpos. Entretanto, esses testes estédo
sujeitos a ocorréncia de reacfes cruzadas, especialmente entre Leishmania spp.
e T. cruzi, e ndo permitem diferenciar infec¢do ativa de exposi¢éo prévia, uma
vez que o0s anticorpos podem persistir mesmo apés a eliminacdo do parasita
(Desquesnes et al., 2022; WOAH, 2021).

2.5.2 Métodos moleculares

O desenvolvimento das técnicas moleculares representou um avango
significativo no diagnéstico de doencas infecciosas (Akhoundi et al., 2017;
Duncan, 2014). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na acao da
enzima DNA polimerase, responsavel pela sintese de moléculas de DNA de fita

dupla a partir de uma molécula molde de fita simples e de oligonucleotideos
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iniciadores (primers), permitindo a amplificacdo seletiva de uma regido-alvo
especifica (Schmitz et al., 2022).

A PCR apresenta elevada sensibilidade, sendo capaz de detectar
pequenas quantidades de DNA-alvo, inclusive em infec¢des caracterizadas por
baixa carga parasitaria. Sua especificidade depende diretamente do conjunto de
primers utilizados, podendo ser direcionada para diferentes niveis taxonémicos
ou para espécies especificas (Desquesnes et al., 2022; WOAH, 2021).

Além disso, a associagdo entre PCR e o0 sequenciamento dos fragmentos
amplificados consolidou-se como uma ferramenta robusta para a identificacao
de agentes infecciosos e a investigacao epidemiolédgica (Speers, 2006).

Métodos baseados em PCR também permitem a detec¢éo simultanea de
multiplos tripanossomatideos, sendo amplamente empregados em estudos
envolvendo morcegos (Cavazzana et al., 2010; Dario et al., 2016; Dario et al.,
2017; Marcili et al., 2009; Pinto et al., 2012; Ramirez et al., 2014; Savani et al.,
2010; Torres et al., 2024).

Apesar de suas vantagens, o desempenho da PCR depende da qualidade
e da quantidade do DNA extraido, da adequada selecéo dos primers e da adocéo
de rigorosos controles de qualidade para prevenir contaminagdes por amplicons,
sendo imprescindivel a inclusao de controles negativos apropriados. Além disso,
seus custos operacionais tendem a ser superiores aos das técnicas

parasitologicas tradicionais (Desquesnes et al., 2022; Speers, 2006).

2.5.2.1 Marcadores moleculares utilizados em tripanossomatideos

Os marcadores moleculares empregados no diagnostico e em estudos
filogenéticos de tripanossomatideos incluem regides do DNA nuclear e do DNA
do cinetoplasto (KDNA) (Akhoundi et al., 2017; Hutchinson; Stevens, 2017).

Para Leishmania spp., destacam-se o0s alvos localizados no kDNA
(maxicirculos e minicirculos) (Jara et al., 2013), regides do DNA ribossémico
(mini-exon, ITS, 18S rRNA, 5.85 rRNA e 28S rRNA) (Harris et al., 1998;
Schdnian et al., 2001), além de genes codificadores de proteinas, como HSP20,
HSP23 e HSP70 (Akhoundi et al., 2017). O gene HSP70 codifica uma proteina
de choque térmico de 70 kDa, envolvida na resposta ao estresse térmico,

mecanismo essencial para parasitas dixénicos que alternam entre as
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temperaturas do vetor e do hospedeiro vertebrado (Folgueira; Requena, 2007).
Trata-se de um marcador altamente conservado e amplamente utilizado em
estudos filogenéticos (Fraga et al., 2010).

Para Trypanosoma spp., os marcadores mais empregados incluem o
kKDNA, o gene GAPDH, a regido ITS, o gene do mini-exon e o gene 18S rRNA
(Hutchinson; Stevens, 2017). Este ultimo, responsavel por codificar o RNA
ribossdémico da subunidade menor (SSU), é altamente conservado entre os
tripanossomatideos, sendo amplamente utilizado tanto no diagnéstico quanto em
reconstrucdes filogenéticas (Akhoundi et al., 2017; Filgueira et al., 2020). Além
disso, apresenta multiplas copias no genoma, caracteristica que contribui para
sua elevada sensibilidade diagnéstica (Filgueira et al., 2020; Van Eys et al.,
1992). Sua ampla representacao em bancos de dados genéticos também facilita
a identificacdo de espécies por meio da comparacao direta de sequéncias
(D'Avila-Levy et al., 2015).

Dessa forma, a aplicacdo de técnicas moleculares baseadas em PCR,
associadas ao sequenciamento dos fragmentos amplificados, constitui uma
abordagem fundamental para a deteccdo e a caracterizacdo de
tripanossomatideos. Nesse contexto, a escolha adequada do marcador
molecular e do tecido analisado é determinante para maximizar a sensibilidade
diagnéstica e possibilitar a identificacdo precisa das espécies circulantes em

populacdes naturais.
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3 CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

O municipio de Bauru estéa localizado na regido Centro-Oeste do estado
de S&o Paulo, Brasil (Figura 5). Possui area territorial de aproximadamente
673,488 kmz? e altitude média de 526 metros, apresentando clima tropical de
altitude, caracterizado por verdes quentes e chuvosos e invernos secos e
amenos (Bauru, 2026). Segundo o Censo Demografico do IBGE (2022), o
municipio possui 379.146 habitantes, concentrados majoritariamente na zona

urbana, sendo o0 mais populoso de sua microrregiao.

Figura 5 - Localizacdo do municipio de Bauru no Estado de S&o Paulo, Brasil.

Fonte: Elaborado pela autora, com base em dados cartogréficos do IBGE (2026)

Do ponto de vista fitogeografico, Bauru situa-se em uma area de transicao
entre dois importantes dominios vegetacionais brasileiros: a Floresta Estacional
Semidecidual e o Cerrado. Entretanto, a paisagem atual do municipio € marcada
por intensa transformacdo antrépica. A expansdo da fronteira agricola, o
crescimento urbano e a implantacdo de condominios residenciais resultaram na



24

reducado significativa da cobertura vegetal nativa nas ultimas décadas (Bauru,
2015).

Atualmente, a vegetacdo remanescente encontra-se altamente
fragmentada. Com excecéo de dois fragmentos florestais de maior extenséao,
localizados na Area de Protecdo Ambiental Municipal Vargem Limpa—Campo
Novo e na Estacdo Ecologica Sebastido Aleixo da Silva, os demais
remanescentes configuram pequenas ilhas de vegetacao, isoladas entre si e
circundadas por areas agricolas ou urbanizadas (Bauru, 2015). O Inventario
Florestal do Estado de Sdo Paulo indica que restam apenas 19,8% da cobertura
vegetal nativa originalmente existente no municipio (Sao Paulo, 2022).

A fragmentagao da paisagem promove alteragdes estruturais e funcionais
nos ecossistemas, podendo modificar os padrées de abundancia e composicao
da fauna silvestre, bem como a dinamica de circulacdo de agentes infecciosos
(Ellwanger et al., 2020).

Espécies com maior plasticidade ecol6gica, como diversos quiropteros,
tendem a persistir ou mesmo se beneficiar de ambientes fragmentados e
urbanizados, utilizando edificacdes e outras estruturas antropicas como abrigo
(Nunes; Rocha; Cordeiro-Estrela, 2017). Essa capacidade adaptativa pode
favorecer o aumento do contato entre morcegos, vetores, animais domésticos e
populacdes humanas.

Esse cenario pode ser interpretado sob a perspectiva da Satde Unica,
qgue reconhece a estreita interdependéncia entre a saude humana, a saude
animal e a saude ambiental. Em ambientes altamente modificados, como o
municipio de Bauru, alteracfes na estrutura da paisagem e na dinamica da fauna
podem influenciar a circulagdo de agentes infecciosos, reforcando a necessidade
de abordagens integradas que considerem, simultaneamente, 0s componentes
ecoldgicos e epidemiolbgicos envolvidos.

No contexto das leishmanioses, Bauru apresenta relevancia historica e
epidemiologica. A denominada "ulcera de Bauru", associada a leishmaniose
tegumentar americana (LTA), foi descrita no inicio do século XX durante a
construgcédo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil. O intenso desmatamento
decorrente da obra favoreceu a proliferacao de vetores e a ocorréncia de surtos

na regiao (Pallotta, 2024).
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Atualmente, a transmissdo da leishmaniose cutanea permanece
registrada no municipio. Dados do Centro de Vigilancia Epidemiologica do
Estado de Sao Paulo indicam que, entre 2007 e 2025, foram notificados 64 casos
autoctones na area do Grupo de Vigilancia Epidemioldgica (GVE) de Bauru, dos
quais 35 ocorreram no proprio municipio, nimero expressivo quando comparado
ao de outras localidades da mesma regional (Sao Paulo, 2026b).

Em relacdo a leishmaniose visceral, Bauru é classificado como municipio
com transmissdo autoctone em humanos e caes, tendo registrado o primeiro
caso humano em 2003. Entre 2017 e 2025, foram notificados 92 casos humanos
na area de abrangéncia da GVE de Bauru, com 12 ébitos, sendo 72 casos e 10
Obitos confirmados no municipio (Sao Paulo, 2026c). Esses dados demonstram
a circulagdo de Leishmania spp. na regido e evidenciam sua importancia
epidemioldgica.

Quanto a doenca de Chagas, ndo ha registros de casos agudos
autéctones em Bauru entre 2006 e maio de 2025. No mesmo periodo, foram
notificados nove casos no estado de S&o Paulo, envolvendo diferentes formas
de transmissdo (Sdo Paulo, 2026a). Embora a auséncia de casos agudos
autoctones sugira controle da transmissao vetorial no municipio, essa condi¢cao
ndo exclui a possibilidade de circulacdo de tripanossomatideos em ciclos
silvestres, envolvendo hospedeiros e vetores presentes na regiao.

A presenca de remanescentes florestais fragmentados, a adaptacédo de
morcegos a ambientes antropizados e a ocorréncia documentada de
leishmaniose humana e canina caracterizam um cendario complexo. Embora a
transmissao ativa da doenca de Chagas ndo esteja atualmente registrada no
municipio, a diversidade de hospedeiros silvestres e de vetores potenciais
reforca a importancia da vigilancia continua.

Nesse contexto, a investigacdo molecular da ocorréncia de
tripanossomatideos em quirOpteros permite identificar a presenca desses
protozoarios na regiao e fornecer evidéncias da exposicao desses mamiferos ao
parasita. Esses achados contribuem para o entendimento da circulacdo de
tripanossomatideos em ambientes urbanos e oferecem subsidios cientificos para

0 aprimoramento das estratégias de vigilancia.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de tripanossomatideos em quirépteros coletados
no municipio de Bauru, estado de Sao Paulo, contribuindo para a compreensao
da circulacdo desses protozoarios em ambiente urbano e de suas possiveis

implicagcBes ecoldgicas e epidemioldgicas.

4.2 Objetivos especificos

e Identificar taxonomicamente os espécimes de quirépteros incluidos no

estudo;
e Detectar DNA de tripanossomatideos nas amostras biologicas coletadas;

e Realizar a identificacdo molecular e a caracterizacédo filogenética dos

tripanossomatideos detectados;

e Avaliar a associacado entre a classificacdo taxondmica dos quirdpteros, 0s
habitos alimentares, os tecidos analisados e a ocorréncia de

tripanossomatideos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos e legais

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e analitico, de base
laboratorial, conduzido a partir de amostras biologicas de quiropteros
provenientes das a¢fes de vigilancia ambiental do municipio de Bauru (SP). O
delineamento do estudo contemplou a deteccdo molecular de
tripanossomatideos, a caracterizacdo taxonémica dos hospedeiros e a analise
da associacao entre variaveis bioldgicas, ecoldgicas e a ocorréncia de infeccéo.

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu (CEUA, protocolo n°
514/2023), pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO, autorizagdo n° 90179-1) e pela Comissdo Cientifica da Secretaria
Municipal de Saude de Bauru (CCSMSB).

5.2 Vigilancia ambiental

A Secretaria Municipal de Saude de Bauru, por meio da Divisdo de
Vigilancia Ambiental e do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), realiza o
recolhimento de morcegos encontrados mortos ou moribundos em areas
urbanas do municipio. Os espécimes sdo encaminhados ao Servico de
Diagnéstico de Zoonoses (SDZ) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu, para o diagnéstico laboratorial da
raiva.

Os individuos encaminhados em estado moribundo foram submetidos a
eutanasia por via subcutanea, utilizando cetamina (80 mg/kg) associada a
xilazina (20 mg/kg), conforme protocolos de bem-estar animal previamente
aprovados.

Para o diagnoéstico da raiva, procedeu-se a remogéo do sistema nervoso
central, seguida da realizac&o da técnica de imunofluorescéncia direta e da prova
biologica. ApOs essa etapa, foram coletadas, sob condi¢cdes asseépticas,

amostras de figado, bago, coracao e pele de 50 morcegos encaminhados entre
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janeiro e dezembro de 2024, totalizando 200 amostras teciduais. As amostras
foram acondicionadas individualmente em microtubos estéreis de 1,5 mL e

armazenadas a —20 °C até a extracdo do DNA.

5.3 Identificacdo taxondmica, caracterizacdo da comunidade de morcegos e

dados complementares

A identificacdo taxonémica dos espécimes foi realizada com base em
caracteristicas morfologicas externas, utilizando as chaves de identificacdo
propostas por Vizotto e Taddei (1973) e Reis et al. (2007, 2017).

A caracterizagdo da comunidade de morcegos incluiu a estimativa da
riqueza de espécies (numero total de espécies registradas) e da abundéancia
relativa (proporcdo de individuos de cada espécie em relacdo ao total
amostrado).

Também foram compiladas informac¢des complementares provenientes
dos registros da vigilancia ambiental, incluindo os resultados do diagnostico da

raiva e os registros de interacao entre morcegos e animais domeésticos.

5.4 Extracdo de DNA

As amostras teciduais foram previamente pesadas e submetidas
individualmente a extracdo de DNA gendmico total utilizando o kit comercial
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Hilden, Alemanha), seguindo rigorosamente
as recomendacdes do fabricante. Ao término do procedimento, o DNA foi eluido
em 30 pL de agua ultrapura livre de nucleases e armazenado a —20 °C até as
analises subsequentes.

A concentracdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, EUA), por meio da razdo de absorbancia A260/A280.

As amostras foram padronizadas para as reagdes de PCR por meio do
ajuste de suas concentracdes. Amostras com concentracao superior a desejada
foram diluidas proporcionalmente em agua ultrapura livre de nucleases,
engquanto aquelas com concentracdo inferior foram utilizadas diretamente, sem

diluicdo adicional. Apés a padronizacdo, as amostras foram acondicionadas
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individualmente em microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas a —20 °C até a

realizacdo das reacfes de amplificacao.

5.5 ReagOes em cadeia da polimerase

A deteccao de DNA de tripanossomatideos foi realizada por Nested PCR
direcionada ao gene 18S rRNA, utilizando os primers descritos por Noyes et al.
(1999, 2000). O par externo foi composto pelos primers TRY927F (5' GAA ACA
AGA AAC ACG GGA G 3') e TRY927R (5' CTA CTG GGC AGC TTG GA 3'),
amplificando um fragmento de aproximadamente 927 pb. O par interno foi
constituido pelos primers SSU561F (5" TGG GAT AAC AAA GGA GCA 3') e
SSU561R (5" CTG AGA CTG TAA CCT CAA AGC 3), gerando um amplicon de
aproximadamente 650 pb. As reacdes foram conduzidas em volume final de 25
uL, contendo 12,5 pL de PCR Master Mix (Class Five® PCR Master Mix), 0,5 pL
de cada primer (10 puM), aproximadamente 100 ng de DNA gendmico e 4gua
ultrapura livre de nucleases para completar o volume final. Na segunda etapa da
Nested PCR, utilizou-se como molde o produto da primeira amplificacéo,
mantendo-se as mesmas condi¢des reacionais. O protocolo térmico consistiu em
desnaturacao inicial a 94 °C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30
segundos, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, finalizando
com extensdo a 72 °C por 10 minutos.

Para a deteccdo especifica de Leishmania spp., realizou-se PCR
convencional utilizando os primers HSP70F (5' AGG TGA AGG CGA CGA ACG
3')e HSP70R (5" CGC TTG TCC ATC TTT GCG TC 3'), descritos por Hernandez
et al. (2014), que amplificam um fragmento de aproximadamente 337 pb do gene
HSP70.As reacfes foram conduzidas em volume final de 25 uL, contendo 12,5
uL de PCR Master Mix, 0,5 yuL de cada primer (10 uM), aproximadamente 50 ng
de DNA gendmico e agua ultrapura livre de nucleases para completar o volume
final. O protocolo térmico incluiu desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 59 °C por 1 minuto e 72 °C por 1
minuto, finalizando com extenséo a 72 °C por 10 minutos.

Todas as reagdes foram realizadas em termociclador Mastercycler Nexus
X2 (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha). Em cada ensaio foram incluidos

controles negativos (sem DNA molde) e controles positivos, utilizando DNA de



30

T. cruzi nas Nested PCRs direcionadas ao gene 18S rRNA e DNA de L. infantum
nas PCRs direcionadas ao gene HSP70. Para minimizar o risco de contaminacao
cruzada, especialmente nas Nested PCRs, as etapas de preparo dos reagentes,
adicdo do DNA molde e manipulacéo dos produtos amplificados foram realizadas
em ambientes fisicamente separados. Além disso, foram utilizadas ponteiras
com filtro e adotadas boas praticas laboratoriais para prevencdo de

contaminagdes por amplicons.

5.6 Visualizacéo por eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, preparado em tampdo TAE 1X (Tris—&cido acético—
EDTA) e corado com GelRed® (Uniscience, Sao Paulo, Brasil). Antes da
aplicacdo no gel, as amostras foram homogeneizadas com o corante de
carregamento DNA Loading Buffer Blue (5X) (Ampligon, Odense, Dinamarca).

Todos os géis incluiram os controles positivos e negativos das reacoes,
bem como o marcador de peso molecular Class Five® 100 bp DNA Ladder
(Neobio, Botucatu, Brasil). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal, sob
tensdo constante de 120 V, durante aproximadamente 60 minutos.

Apés a corrida eletroforética, os géis foram visualizados em
transiluminador Benchtop UV Transilluminator (Analytik Jena®, Upland, EUA), e
as imagens foram capturadas utilizando o software UVP VisionWorksLS
(Analytik Jena®, Upland, EUA). O tamanho dos fragmentos amplificados foi
estimado por comparacdo com o marcador de peso molecular.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram bandas
com tamanho compativel com o esperado para cada par de primers, na presenca
de controle positivo adequadamente amplificado e auséncia de amplificacdo no
controle negativo. Sempre que necessario, as amostras positivas foram
submetidas a nova amplificacdo para confirmacéo dos resultados, garantindo a

reprodutibilidade da deteccéao.

5.7 Sequenciamento genético e analise das sequéncias
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Os produtos de PCR das amostras consideradas positivas foram
previamente purificados utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Chicago, EUA), conforme as recomendactes do
fabricante. Ap6s a purificacdo, as amostras foram quantificadas em
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
EUA), e as concentracoes de DNA foram ajustadas para as reacbes de
sequenciamento.

As reacdes de sequenciamento foram preparadas individualmente
contendo 5 pL de DNA purificado e 2,5 yL do respectivo primer utilizado na
amplificacdo, sendo posteriormente encaminhadas ao Instituto de Biotecnologia
(IBTEC) da UNESP, campus de Botucatu, para sequenciamento pelo método
Sanger, com leitura bidirecional.

O sequenciamento foi realizado em equipamento ABI 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, EUA). As sequéncias obtidas
foram analisadas no software BioEdit Sequence Alignment Editor. Inicialmente,
procedeu-se a inspecao dos cromatogramas e a edicdo manual das bases de
baixa qualidade. Em seguida, as sequéncias foram alinhadas utilizando o
algoritmo ClustalW, sendo geradas sequéncias consenso posteriormente
exportadas no formato FASTA.

As sequéncias editadas foram comparadas com aquelas disponiveis no
banco de dados GenBank (NCBI), por meio da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). A atribuicdo da identidade taxonémica em nivel de
espécie foi realizada considerando um percentual de identidade igual ou superior
a 98% em relacdo as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank.

5.8 Andlise filogenética

Para confirmar a identidade taxondémica dos isolados, as sequéncias
obtidas neste estudo foram alinhadas com sequéncias de referéncia previamente
validadas e disponiveis no GenBank, utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgar,
2004). O alinhamento multiplo foi inspecionado manualmente para identificagédo
de regibes ambiguas ou mal alinhadas, sendo posteriormente utilizado para a

reconstrucao filogenética.
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A inferéncia filogenética foi realizada por abordagem Bayesiana,
implementada no software BEAST 2 (Bouckaert et al.,, 2014), por meio de
Cadeias de Markov via Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo — MCMC). Para
a reconstrucdo das arvores filogenéticas foi adotado o modelo de substituicdo
nucleotidica General Time Reversible (GTR).

A convergéncia das cadeias e a definicdo do periodo de burn-in foram
avaliadas no programa Tracer (Drummond; Rambaut, 2007), por meio da
inspecao dos valores de ESS (Effective Sample Size), considerando-se
adequados valores superiores a 200. Como grupo externo (outgroup), foi
utilizada a sequéncia de Leishmania major (acesso FN677342.1), permitindo o
enraizamento da arvore filogenética.

A arvore consenso de maxima credibilidade (Maximum Clade Credibility
Tree — MCC) foi gerada no programa TreeAnnotator e posteriormente

visualizada e editada no software FigTree versao 1.3.1.

5.9 Andlises estatisticas

Partindo da hipotese de que diferencas taxondmicas e ecoldgicas entre
os hospedeiros poderiam influenciar sua exposicdo aos tripanossomatideos,
foram conduzidas andlises estatisticas para investigar possiveis associacfes
entre a deteccdo de DNA desses protozoarios e caracteristicas dos hospedeiros,
como familia taxonémica, género e habito alimentar. Adicionalmente,
considerando que a infeccdo por tripanossomatideos pode apresentar
distribuicao distinta entre os tecidos do hospedeiro, investigou-se se a frequéncia
de deteccdo molecular diferia entre os tecidos analisados.

Com base nesses pressupostos, foram estabelecidos os critérios para
classificacdo dos individuos quanto a positividade para tripanossomatideos.
Foram considerados positivos 0s animais que apresentaram amplificacdo
molecular em pelo menos um dos tecidos avaliados. A partir dessa classificacao,
foi calculada a positividade, definida como a propor¢cdo de individuos com
deteccdo molecular de tripanossomatideos em relagédo ao total de quirépteros
analisados.

As associacdes entre a deteccdo molecular de tripanossomatideos e as

variaveis categoricas habito alimentar e familia taxondmica foram avaliadas por
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meio do teste exato de Fisher. A associacdo entre a frequéncia de deteccao
molecular e os diferentes tecidos analisados foi avaliada por meio do teste Q de
Cochran (Cochran, 1950), apropriado para a comparagdo de proporcdes em
dados binérios pareados, considerando que cada individuo foi avaliado
simultaneamente em quatro tecidos distintos. Quando observada diferenca
global significativa, foram realizadas comparacfes mdultiplas entre pares de
tecidos utilizando o teste exato de McNemar (McNemar, 1947), com ajuste dos
valores de p pelo método de Holm (Holm, 1979), controlando o erro do tipo |
decorrente das multiplas comparacdes.

Entre os animais positivos, foi determinada a frequéncia de deteccédo de
tripanossomatideos em cada tecido analisado. Para comparar as chances de
deteccdo de DNA entre os diferentes tecidos, foram calculadas as razdes de
chances (odds ratios — OR). Também foi realizada uma andlise descritiva da
distribuicdo do numero de tecidos positivos por individuo, com o objetivo de
avaliar a ocorréncia de deteccdo multitecidual do parasita.

Adicionalmente, foi calculada a positividade por espécie de quiréptero e
ajustado um modelo de regressao logistica binaria univariada para avaliar a
associacao entre o género taxondémico e a positividade para tripanossomatideos,
considerando como variavel dependente a presenca ou auséncia de DNA
desses protozoarios. O género taxondmico dos quirdpteros foi inserido como
variavel independente, permitindo estimar a razdo de chances bruta (odds ratio
— OR) para a deteccao molecular. Considerando o numero limitado de eventos
positivos observados, optou-se pela utilizacdo de modelo univariado, evitando a
inclusao simultanea de multiplas variaveis independentes e reduzindo o risco de
superajuste e de instabilidade das estimativas.

Para todas as andlises, adotou-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
Os calculos estatisticos foram realizados utilizando os softwares GraphPad
Prism, verséo 10 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA), e Jamovi, versao
2.7 (The jamovi project, 2025).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da amostra de morcegos

A amostra analisada neste estudo foi composta por 50 morcegos
provenientes da zona urbana do municipio de Bauru (SP), coletados mortos ou
em estado moribundo entre janeiro e dezembro de 2024.

Todos os animais foram coletados em areas urbanizadas do municipio,
predominantemente em logradouros residenciais, incluindo casas, apartamentos
e uma unidade escolar. Apenas dois registros ocorreram em locais com maior
cobertura vegetal, sendo um em &rea periurbana e outro nas proximidades de
uma unidade de conservagéo.

Foram identificadas 13 espécies pertencentes a trés familias da ordem
Chiroptera: Molossidae, Vespertilionidae e Phyllostomidae. A familia Molossidae
foi a mais representativa, concentrando 38 individuos (76,0%) da amostra.

A espécie mais frequente foi Molossus molossus, representada por 16
individuos (32,0%), seguida por Eumops glaucinus e Molossus rufus, com seis
individuos cada (12,0%), e Eumops auripendulus, com cinco individuos (10,0%).
As demais espécies apresentaram frequéncias inferiores a 10%.

Quanto ao habito alimentar, predominaram espécies insetivoras, que
corresponderam a 46 individuos (92,0%) da amostra. As espécies
predominantemente frugivoras, representadas por Artibeus lituratus e Carollia
perspicillata, totalizaram quatro individuos (8,0%).

Entre os 50 morcegos analisados, 15 (30,0%) apresentaram registro de
contato prévio com animais domeésticos (cdes ou gatos) no momento da coleta,
conforme informacdes constantes nas fichas de atendimento da vigilancia
ambiental.

Em relacdo ao diagnodstico da raiva, dois individuos (4,0%) foram
positivos, correspondendo a um exemplar de E. auripendulus e um de Histiotus
montanus. Ambos foram encontrados em &reas residenciais e apresentavam
registro de contato com animais domésticos.

A Tabela 1 apresenta a composi¢cado da amostra segundo espécie, familia

taxondmica, habito alimentar, nUmero de individuos e abundancia relativa. A
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distribuicdo dos morcegos por espécie € apresentada na Figura 6, enquanto a

Figura 7 ilustra a composi¢do da amostra por familia taxonémica.

Tabela 1 - Composi¢céo da amostra de morcegos provenientes da zona urbana
do municipio de Bauru (SP), coletados entre janeiro e dezembro de 2024,
segundo espécie, familia taxondmica, habito alimentar, nimero de individuos e

abundancia relativa.

Espécie Familia Habito N° de Abundancia
alimentar individuos relativa (%)

Molossus molossus  Molossidae Insetivoro 16 32

Eumops glaucinus Molossidae Insetivoro 6 12

Molossus rufus Molossidae Insetivoro 6 12

Eumops Molossidae Insetivoro 5 10

auripendulus

Tadarida brasiliensis Molossidae Insetivoro 3 6
Eumops perotis Molossidae Insetivoro 2 4
Lasiurus cinereus Vespertilionidae Insetivoro 2 4
Myotis nigricans Vespertilionidae Insetivoro 3 6
Histiotus velatus Vespertilionidae Insetivoro 1 2
Eptesicus sp. Vespertilionidae Insetivoro 1 2
Histiotus montanus Vespertilionidae Insetivoro 1 2
Artibeus lituratus Phyllostomidae  Pred. frugivoro 2 4
Carollia perspicillata  Phyllostomidae  Pred. frugivoro 2 4
Total - - 50 100

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Figura 6 - Distribuicdo do numero de individuos por espécie de morcegos
provenientes da zona urbana do municipio de Bauru (SP), coletados entre janeiro
e dezembro de 2024 (n = 50).
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Carollia perspicillata
Artibeus lituratus
Histiotus montanus
Eptesicus sp.
Histiotus velatus
Lasiurus cinereus

Myaofis nigricans

Espécies

Eumops perotis
Tadarida brasiliensis
Eumops auripendulus
Molossus rufus
Eumops glaucinus

Molossus molossus

Numero de individuos (n)

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Figura 7 - Distribuicdo percentual dos morcegos provenientes da zona urbana
do municipio de Bauru (SP), coletados entre janeiro e dezembro de 2024,

segundo a familia taxondmica (n = 50).

Phyllostomidae
8%

Vespertilionidae
16%

Molossidae
76%

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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6.2 Deteccdo molecular de tripanossomatideos

Entre os 50 morcegos analisados, 18 apresentaram amplificacdo em pelo
menos um dos tecidos avaliados, correspondendo a uma positividade de 36,0%.
Considerando os quatro tecidos analisados nesses 18 individuos positivos,
obteve-se um total de 72 amostras teciduais, das quais 33 apresentaram
amplificacéo (45,8%).

Das 33 amostras positivas, 13 (39,4%) corresponderam ao baco, 11
(33,3%) ao coracéo, cinco (15,2%) ao figado e quatro (12,1%) a pele, indicando
maior frequéncia de deteccdo molecular no tecido esplénico, seguido pelos
tecidos cardiaco, hepatico e cutaneo (Tabela 2). Um exemplo representativo da

amplificacdo obtida por Nested PCR é apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da Nested PCR
para deteccdo de tripanossomatideos por amplificacdo de fragmento do gene
18S rRNA utilizando os primers internos SSU561F e SSU561R. M: marcador de
peso molecular de 100 pb (Class Five® 100 bp DNA Ladder); 1: controle
negativo; 2: controle positivo; 3—13: amostras de tecidos de morcegos. A banda

de aproximadamente 650 pb corresponde ao amplicon esperado.

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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Tabela 2 - Distribuicdo das amostras positivas para DNA de tripanossomatideos,

segundo o tecido analisado.

Tecido  Positivos % entre positivos (n = 33)

Baco 13 39,4
Coracédo 11 33,3
Figado 5 15,2
Pele 4 12,1
Total 33 100,0

Nota: Os percentuais foram calculados com base no total de amostras
positivas (n= 33), provenientes de 18 quirépteros positivos.

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Dos 18 quiropteros positivos para DNA de tripanossomatideos, 16
(88,9%) pertenciam a familia Molossidae e dois (11,1%) a familia
Phyllostomidae. A distribuicdo dos individuos positivos segundo familia, género
e espécie é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Distribuicio dos quirépteros positivos para DNA de

tripanossomatideos, segundo familia, género e espécie (n = 18).

Familia Género Espécie Positivos
Molossidae Molossus Molossus molossus 5
Molossidae Molossus Molossus rufus 2
Molossidae Eumops  Eumops 4

auripendulus

Molossidae Eumops  Eumops glaucinus 2
Molossidae Eumops  Eumops perotis 2
Molossidae Tadarida  Tadarida brasiliensis 1
Phyllostomidae Artibeus  Artibeus lituratus 1
Phyllostomidae Carollia Carollia perspicillata 1
Total - - 18

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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Os géneros mais representativos entre os individuos positivos foram
Eumops, com oito individuos (44,4%), seguido por Molossus, com sete
individuos (38,9%). Em conjunto, esses dois géneros corresponderam a 83,3%
dos quirdpteros positivos para DNA de tripanossomatideos.

As espécies mais frequentes entre os individuos positivos foram M.
molossus, com cinco individuos (27,8%), e E. auripendulus, com quatro
individuos (22,2%). M. rufus, E. glaucinus e Eumops perotis apresentaram dois
individuos positivos cada (11,1%), enquanto Tadarida brasiliensis, A. lituratus e
C. perspicillata registraram um individuo positivo cada (5,6%). Destaca-se que
os dois exemplares de E. perotis incluidos na amostra apresentaram deteccéo
de DNA de tripanossomatideos.

Quanto ao habito alimentar, 16 individuos positivos pertenciam a espécies
insetivoras (88,9%) e dois a espécies predominantemente frugivoras (11,1%).
Ressalta-se que, na amostra total, também houve predominio de espécies

insetivoras (92,0%).

6.3 Deteccdo molecular de Leishmania spp.

Embora a Nested PCR utilizando os primers TRY927 e SSU561 tenha
evidenciado a presenca de DNA de tripanossomatideos, nenhuma das amostras
apresentou amplificacdo especifica para Leishmania spp. na PCR convencional
direcionada ao gene HSP70. Em todas as reacdes, observou-se a amplificacéo
esperada do controle positivo, confirmando a adequacdo das condicGes

experimentais e a integridade dos reagentes utilizados (Figura 9).

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR
convencional para deteccédo de Leishmania spp. por amplificacdo de fragmento
do gene HSP70 utilizando os primers HSP70F e HSP70R. M: marcador de peso
molecular de 100 pb (Class Five® 100 bp DNA Ladder); 1: controle negativo; 2:
controle positivo; 3-13: amostras de tecidos de morcegos. A banda de

aproximadamente 337 pb corresponde ao amplicon esperado.
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=337pb —»

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

6.4 Sequenciamento genético das amostras positivas

As sequéncias obtidas por sequenciamento pelo método Sanger
apresentaram elevada similaridade nucleotidica com sequéncias de
tripanossomatideos depositadas no banco de dados GenBank, com indices de
identidade superiores a 98% (Tabela 4). Das 33 sequéncias analisadas, 32
(96,97%) apresentaram identidade com T. cruzi, enquanto uma (3,03%) foi
identificada como T. lainsoni.

Entre os 18 morcegos positivos para DNA de tripanossomatideos, 11
(61,1%) apresentaram deteccdo do DNA do parasita em mais de um tecido. Além
disso, um individuo de M. rufus apresentou coinfeccao por T. cruzi e T. lainsoni,
detectados, respectivamente, no baco e no figado, enquanto um exemplar de E.
auripendulus apresentou deteccdo de T. cruzi em tecido cardiaco e resultado
positivo para o virus da raiva.

A caracterizacdo molecular das amostras positivas, incluindo a espécie
identificada, o percentual de identidade, a cobertura, o valor de E e o nimero de

acesso no GenBank, é apresentada na Tabela 4.



Tabela 4 - Caracterizacdo molecular das amostras positivas para tripanossomatideos com base no sequenciamento parcial

do gene 18S rRNA e na comparacao das sequéncias com o banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST.

ID Familia Espécie Habito Tecidos Espécie Identidade Cobertura Valor Numero de
alimentar positivos identificada (%) (%) de E acesso
(GenBank)
19 Molossidae Molossus Insetivoro Figado T. cruzi 99.65 100 0.0 PZz239334
molossus
21 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 99.82 100 0.0 PZ239335
auripendulus Coracéo T. cruzi 99.31 100 0.0 PZ239336
Pele T. cruzi 99.83 100 0.0 PZ239337
22 Molossidae Molossus Insetivoro Figado T. cruzi 98.29 100 0.0 PZ239338
molossus Baco T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239339
Coracao T. cruzi 99.66 100 0.0 PZ239340
35 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 99.78 100 0.0 Pz239341
glaucinus
53 Molossidae Molossus Insetivoro Baco T. cruzi 99.66 100 0.0 Pz239342
molossus
70* Molossidae Eumops Insetivoro Coracéo T. cruzi 98.58 100 0.0 PZ239343
auripendulus
73 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 99.61 100 0.0 PZz239344
auripendulus Coracéo T. cruzi 99.33 100 0.0 PZ239345
76 Molossidae Eumops Insetivoro Coracéo T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239346
auripendulus
86  Phyllostomidae Artibeus Predom. Baco T. cruzi 100.00 100 0.0 Pz239347
lituratus frugivoro
87 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 99.1 100 0.0 PZ239348
glaucinus Coracéo T. cruzi 98.44 100 0.0 PZ239349
106 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239350
perotis Coracédo T. cruzi 99.70 100 3e-172 PZz239351
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113 Molossidae Molossus Insetivoro Baco T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239352

molossus Coracéo T. cruzi 99.65 100 0.0 PZ239353

151 Molossidae Eumops Insetivoro Baco T. cruzi 99.41 100 0.0 PZz239354

perotis Coragéo T. cruzi 99.35 100 0.0 PZ239355

197 Molossidae Molossus Insetivoro Coracéo T. cruzi 99.75 100 0.0 PZ239356
molossus

225 Phyllostomidae Carollia Predom. Baco T. cruzi 99.65 100 0.0 PZ239357

perspicillata frugivoro Coracéo T. cruzi 99.67 99 0.0 PZ239358

Pele T. cruzi 99.34 100 0.0 PZ239359

230 Molossidae Molossus Insetivoro Figado T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239360

rufus Pele T. cruzi 99.65 100 0.0 PZz239361

239 Molossidae Molossus Insetivoro Figado T. lainsoni 99.84 100 0.0 PZ239362

rufus Baco T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239363

320 Molossidae Tadarida Insetivoro Figado T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239364

brasiliensis Baco T. cruzi 99.48 100 0.0 PZ239365

Pele T. cruzi 99.82 100 0.0 PZ239366

*Positivo para raiva

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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6.5 Filogenia das sequéncias obtidas

Foram selecionadas 32 sequéncias para a constru¢cdo da arvore
filogenética. Uma sequéncia foi excluida da andlise por apresentar comprimento
reduzido, o que, embora ndo tenha comprometido sua identificacdo por meio da
analise BLAST no GenBank, poderia prejudicar o alinhamento mdultiplo e a
robustez das inferéncias filogenéticas.

A é&rvore consenso de maxima credibilidade revelou que as sequéncias
identificadas como T. cruzi agruparam-se consistentemente dentro do clado
correspondente, juntamente com sequéncias de referéncia de T. rangeli, T.
dionisii, T. wauwau, T. c. marinkellei, T. cruzi Tcl, T. cruzi Tcll, T. cruzi Tclll, T.
cruzi TclV e T. cruzi Tcbat, formando um agrupamento com alto valor de
probabilidade posterior. Além disso, todas as sequéncias de T. cruzi obtidas
neste estudo agruparam-se com sequéncias de referéncia da DTU Tcll,
sugerindo que sejam compativeis com essa unidade discreta de tipagem.

A sequéncia identificada como T. lainsoni agrupou-se exclusivamente
com sequéncias de referéncia dessa espécie, formando um clado distinto
daquele observado para T. cruzi. Esse agrupamento foi recuperado juntamente
com T. cascavelli, compondo o clado Lagarto-serpente/roedor-marsupial e
apresentando elevado suporte estatistico.

Algumas ramificacdes terminais apresentaram valores menores de
probabilidade posterior, refletindo a proximidade genética entre determinadas
sequéncias analisadas. A topologia obtida mostrou-se congruente com
classificacdes filogenéticas previamente descritas para tripanossomatideos
(Figura 10).

Figura 10 - Reconstrucgédo filogenética de T. cruzi, T. c. marinkellei, T. rangeli, T.
dionisii, T. wauwau, T. lainsoni e T. cascavelli, baseada em um fragmento de 650
pb do gene 18S rRNA, inferida por abordagem Bayesiana. Os valores indicados
nos nds correspondem as probabilidades a posteriori. As sequéncias destacadas
em vermelho correspondem as obtidas no presente estudo, enquanto as
sequéncias em preto foram recuperadas do banco de dados GenBank. A arvore

foi enraizada utilizando Leishmania major como grupo externo.
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Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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6.6 Resultados das analises estatisticas

6.6.1 Associagdo entre positividade e familia taxondmica

A distribuicdo da positividade segundo a familia taxondmica esta

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Associacdo entre familia taxonémica e deteccdo de DNA de

tripanossomatideos.

Familia Positivos Negativos Total Positividade (%)
Molossidae 16 22 38 42,1
Vespertilionidae 0 8 8 0,0
Phyllostomidae 2 2 4 50,0

Total 18 32 50 36,0

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Né&o foi observada associacédo estatisticamente significativa entre a familia
taxondmica e a deteccdo de DNA de tripanossomatideos (teste exato de Fisher,
p = 0,050). Além disso, a maior parte dos individuos positivos pertenceu a familia
Molossidae. Observou-se auséncia de positividade entre os individuos da familia
Vespertilionidae e elevada frequéncia relativa de positividade entre
Phyllostomidae, embora esta Ultima tenha sido representada por reduzido

ndmero amostral.

6.6.2 Associagao entre positividade e habito alimentar

A distribuicdo da deteccdo de tripanossomatideos segundo o habito

alimentar das espécies analisadas esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Associacdo entre habito alimentar e deteccdo de DNA de

tripanossomatideos.
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Habito alimentar Positivos Negativos Total Positividade (%)

Insetivoro 16 30 46 34,8
Pred. frugivoro 2 2 4 50,0
Total 18 32 50 36,0

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

N&o foi observada associacao estatisticamente significativa entre o hébito
alimentar e a deteccédo de DNA de tripanossomatideos (teste exato de Fisher, p
=~ 0,60). A positividade foi de 34,8% entre as espécies insetivoras e de 50,0%

entre as espécies predominantemente frugivoras.

6.6.3 Associacao entre positividade e tecido analisado

A distribuicdo da deteccdo de DNA de tripanossomatideos por tecido

analisado esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Associacdo entre tecido analisado e deteccdo de DNA de

tripanossomatideos.

Tecido Positivos Negativos Total Positividade (%)

Figado 5 45 50 10,0
Baco 13 37 50 26,0
Coracdo 11 39 50 22,0
Pele 4 46 50 8,0

Total 33 167 200 16,5

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Foi observada diferenga estatisticamente significativa na frequéncia de
deteccdo de DNA de tripanossomatideos entre os quatro tecidos avaliados (teste
Q de Cochran = 11,56; gl = 3; p = 0,009). O baco apresentou a maior frequéncia



47

de deteccdo molecular (26,0%), seguido pelo coracdo (22,0%), enquanto o
figado e a pele apresentaram frequéncias de 10,0% e 8,0%, respectivamente.

Apesar da diferenca global observada, as compara¢cées multiplas entre
pares de tecidos, realizadas por meio do teste exato de McNemar com ajuste
dos valores de p pelo método de Holm, ndo identificaram diferencas
estatisticamente significativas entre quaisquer pares de tecidos (p ajustado >
0,05).

6.6.4 Andlises entre animais positivos
6.6.4.1 Frequéncia de deteccao por tecido entre individuos positivos

Entre os 18 morcegos positivos para DNA de tripanossomatideos, a
frequéncia de deteccéo segundo o tecido analisado esta apresentada na Tabela

8.

Tabela 8 - Frequéncia de deteccdo de DNA de tripanossomatideos por tecido

entre os quirépteros positivos (n = 18).

Tecido Positivos Frequéncia (%)
Baco 13 72,2%
Coracéao 11 61,1%
Figado 5 27,8%
Pele 4 22,2%

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

O baco apresentou a maior frequéncia de deteccdo molecular entre os
individuos positivos (72,2%), seguido pelo coragéo (61,1%). Os tecidos hepético

e cutaneo apresentaram frequéncias de 27,8% e 22,2%, respectivamente.

6.6.4.2 Odds ratio entre tecidos
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A analise exploratoria das raz6es de chances (odds ratios — OR) indicou
maior chance de deteccdo de DNA de tripanossomatideos no baco em

comparacao ao figado e a pele. Os valores estimados foram:

a) Baco vs Figado: OR = 3,16;
b) Baco vs Pele: OR =4,03;
c) Baco vs Coracédo: OR =1,26.

Os resultados sugerem tendéncia de maior deteccdo molecular no bacgo
em relacdo ao figado e a pele, enquanto bago e coragdo apresentaram chances
de deteccdo mais semelhantes.

6.6.4.3 Analise de multitecidualidade

Entre os 18 morcegos positivos para DNA de tripanossomatideos, sete
apresentaram deteccdo em apenas um tecido, sete em dois tecidos e quatro em
trés tecidos analisados. Dessa forma, 11 (61,1%) individuos positivos
apresentaram deteccdo molecular em mais de um tecido, evidenciando a

ocorréncia de infecgcado multitecidual.

6.6.5 Positividade por espécie

A distribuicdo de deteccdo de tripanossomatideos por espécie de

quirdptero esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 - Distribuicdo dos quirdpteros positivos para DNA de

tripanossomatideos segundo a espécie (n = 50).

Espécie n total Positivos Positividade (%)
Molossus molossus 16 5 31,3

Eumops auripendulus 5 4 80,0

Eumops glaucinus 6 2 33,3

Eumops perotis 2 2 100,0
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Molossus rufus 6 2 33,3
Tadarida brasiliensis 3 1 33,3
Artibeus lituratus 2 1 50,0
Carollia perspicillata 2 1 50,0
Myotis nigricans 3 0 0,0
Lasiurus cinereus 2 0 0,0
Histiotus velatus 1 0 0,0
Histiotus montanus 1 0 0,0
Eptesicus sp. 1 0 0,0

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)

Algumas espécies apresentaram positividade aparentemente elevadas,
porém associadas a reduzido nimero amostral, como E. perotis (100,0%; 2/2) e
E. auripendulus (80,0%; 4/5). Por outro lado, M. molossus, espécie com maior
namero de individuos analisados (n = 16), apresentou positividade de 31,3%.
Devido ao reduzido numero de individuos em algumas espécies, foram

realizadas andlises adicionais agrupadas por género taxonémico.

6.6.6 Associacao entre positividade e género taxonémico

A andlise agrupada por género taxonémico estéd apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 - Associacdo entre género taxonémico (agrupado) e deteccédo de DNA

de tripanossomatideos.

Grupo Positivos Negativos Total Positividade (%)
Molossus 7 15 22 31,8
Eumops 8 5 13 61,5
Outros 3 12 15 20,0
Total 18 32 50 36,0

Fonte: Dados da pesquisa, elaborados pela autora (2026)
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Os resultados do modelo de regresséao logistica binaria indicaram maior
chance de deteccdo de DNA de tripanossomatideos em individuos do género
Eumops quando comparados ao género Molossus (OR = 3,43; 1C95%: 0,82—-
14,37; p = 0,092), embora a associagdo ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Para o grupo Outros, a razdo de chances foi inferior a observada
para Molossus (OR = 0,54; 1C95%: 0,11-2,53; p = 0,430), também sem
associacao estatisticamente significativa. As positividades observadas foram de
31,8% para Molossus, 61,5% para Eumops e 20,0% para os demais géneros

agrupados.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo buscou-se compreender a ocorréncia e a diversidade de
tripanossomatideos em quirépteros da regido de Bauru (SP) por meio de
abordagens moleculares. Foram analisados 50 espécimes provenientes da
vigilancia ambiental do municipio, dos quais 18 apresentaram amplificacéo
positiva para DNA de tripanossomatideos, correspondendo a uma positividade
de 36,0%.

A analise das sequéncias obtidas revelou predominio expressivo de T.
cruzi, identificado em 96,97% das amostras positivas, enquanto T. lainsoni foi
detectado em apenas uma amostra (3,03%). A predominancia de T. cruzi
observada neste estudo é consistente com a ampla distribuicdo desse parasita
entre mamiferos silvestres na América Latina e, particularmente, no Brasil, onde
sua circulacdo envolve um complexo sistema de hospedeiros e vetores (Jansen;
Xavier; Roque, 2018). Esse protozoario apresenta elevada plasticidade
ecolégica, sendo capaz de infectar diversas espécies de mamiferos
pertencentes a diferentes ordens taxon6micas, 0 que contribui para sua
manutenc¢do em multiplos ciclos de transmissdo na natureza.

A ocorréncia de T. cruzi em morcegos brasileiros € amplamente
documentada na literatura, sugerindo que esses animais participam dos ciclos
naturais de transmissdo do parasita (Dario et al., 2017; Jansen; Xavier; Roque,
2018; Marcili et al., 2009; Torres et al., 2024). Além de hospedar diversas
espécies do género Trypanosoma, a ordem Chiroptera tem sido considerada um
importante componente do sistema reservatério de T. cruzi, apresentando
caracteristicas ecolégicas e bioldégicas que favorecem a manutencdo e a
dispersdo do parasita, como a longevidade, a capacidade de voo e a ampla
distribuicdo geogréfica (Jansen; Xavier; Roque, 2018).

Os resultados obtidos indicam a circulagéo de T. cruzi na regido de Bauru
e demonstram a exposi¢cao dos quirdpteros ao parasita, sendo compativeis com
a manutencéo de ciclos locais de transmissdo. Resultados semelhantes tém sido
descritos em estudos conduzidos em contextos urbanos no estado de S&o Paulo.
Franca et al. (2024), por exemplo, detectaram material genético de T. cruzi em
tecidos de morcegos coletados em areas urbanas e rurais do interior paulista,

com identificagdo do parasita em seis individuos, correspondendo a uma
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positividade aproximada de 3%. Embora tenham sido observadas diferencas na
frequéncia de deteccéo entre os estudos, ambos evidenciam a ocorréncia de
DNA de T. cruzi em morcegos no interior do estado de Sao Paulo, reforgcando a
circulacdo do parasita em quirdpteros nessa regiao.

Espécies pertencentes as trés familias registradas neste estudo séo
conhecidas por ocorrerem em ambientes urbanos no Brasil, sendo que
Molossidae e Phyllostomidae se destacam por apresentarem maior riqueza de
espécies nesse contexto, no qual também predominam morcegos insetivoros,
seguidos pelos frugivoros. Do ponto de vista ecologico, os filostomideos tendem
a estar mais associados a fragmentos florestais inseridos na matriz urbana,
enquanto os molossideos apresentam maior associagdo com estruturas
antrépicas, como forros e juntas de dilatacdo em edificacdes, utilizadas como
locais de abrigo, refletindo a grande plasticidade ecoldgica dessa familia (Nunes;
Rocha; Cordeiro-Estrela, 2017).

A analise molecular demonstrou que, dos 18 individuos positivos para
DNA de tripanossomatideos, 16 pertenciam a familia Molossidae, dois a
Phyllostomidae, ndo sendo observada positividade entre os individuos da familia
Vespertilionidae. Embora néo tenha sido observada associacéo estatisticamente
significativa entre a familia taxonémica e a deteccdo de DNA de
tripanossomatideos, a predominancia de individuos positivos em Molossidae
deve ser interpretada considerando que essa familia também representou a
maior parte da amostra analisada e constitui um dos grupos de morcegos mais
abundantes e adaptados aos ambientes urbanos brasileiros (Nunes; Rocha;
Cordeiro-Estrela, 2017).

Em nivel de género, o modelo de regressao logistica indicou maior razao
de chances para deteccdo de DNA de tripanossomatideos em Eumops quando
comparado a Molossus (OR = 3,43), embora essa diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa. Dessa forma, os resultados ndo permitem afirmar
diferencas na suscetibilidade ou na exposi¢ao entre esses géneros, mas indicam
um padrdo que podera ser investigado em estudos futuros envolvendo maior
namero de individuos e espécies.

A deteccdo de DNA de T. cruzi em E. auripendulus e E. perotis amplia o
conjunto de espécies de morcegos potencialmente envolvidas na circulacéo

desse parasita. Esses achados reforcam a reconhecida plasticidade ecoldgica
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de T. cruzi e sua capacidade de circular entre multiplos hospedeiros silvestres,
caracteristica amplamente documentada na literatura (Jansen; Xavier; Roque,
2018). Considerando que essas espécies sao frequentemente encontradas em
ambientes urbanos e utilizam edificagdes como abrigo, elas representam
hospedeiros relevantes para a vigilancia da circulacdo de T. cruzi em areas
antropizadas.

No que se refere ao habito alimentar, ndo foi observada associagéo
estatisticamente significativa com a detec¢do de DNA de tripanossomatideos,
sugerindo que a exposicdo aos parasitas pode ocorrer por diferentes vias,
independentemente da estratégia alimentar predominante das espécies
analisadas. A transmissdo de T. cruzi pode envolver multiplos mecanismos,
destacando-se a via oral como uma das mais provaveis entre os animais
silvestres, considerando que diversas espécies se alimentam de insetos (Coura,
2015). Entre os quirépteros, a ingestdo de insetos € comum, inclusive em
espécies cuja dieta é predominantemente frugivora. A transmissao também pode
ocorrer por via vetorial, envolvendo triatomineos, além da via congénita, que
pode contribuir para a manutencdo do ciclo desse agente infeccioso em
morcegos (Afiez; Crisante; Soriano, 2008).

Em conjunto, os resultados contribuem para ampliar o conhecimento
sobre a ocorréncia de T. cruzi em morcegos urbanos. Embora as diferencas
identificadas entre os grupos taxonémicos e 0s habitos alimentares ndo tenham
sido estatisticamente significativas, os padrdes observados fornecem subsidios
para futuras investigacfes sobre fatores ecoldgicos que possam influenciar a
circulacao do parasita em ambientes urbanos.

Adicionalmente, alguns aspectos devem ser considerados na
interpretacdo desses resultados. A deteccao de material genético do parasita em
tecidos nao implica, necessariamente, que o hospedeiro seja competente para
transmitir o agente infeccioso aos vetores. A competéncia reservatoria esta
relacionada principalmente a presenca de parasitas viaveis na circulacao
sanguinea, em niveis suficientes para permitir sua ingestdo por triatomineos
durante o repasto hematofagico (Jansen; Xavier; Roque, 2018).

Assim, o potencial de infectividade de um hospedeiro mamifero depende,
em grande medida, dos periodos de parasitemia elevada, que possibilitam a

aquisicdo do parasita pelos triatomineos e, consequentemente, a manutencao
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do ciclo de transmissdo na natureza. Esses periodos podem variar amplamente
entre espécies hospedeiras e também entre individuos de uma mesma espécie
(Jansen; Xavier; Roque, 2018).

Dessa forma, embora a deteccdo de DNA de T. cruzi nos morcegos
analisados evidencie a circulacdo do parasita na area de estudo e indique a
exposicao desses animais ao agente infeccioso, esses resultados nao permitem
inferir diretamente o papel desses quirdpteros como fontes de infec¢do para os
vetores.

Estudos demonstram que T. cruzi apresenta ampla capacidade de
colonizar diferentes tipos celulares e tecidos em hospedeiros vertebrados. Em
modelos murinos infectados experimentalmente, o parasita foi detectado em
multiplos 6rgdos, incluindo coracao, figado, bacgo, cérebro, tecido adiposo e
diferentes segmentos do trato digestorio, refletindo sua disseminacao sistémica
apos a infeccdo (Afez; Crisante, 2021; Silva-dos-Santos et al., 2017).

De forma semelhante, no presente estudo, o DNA do parasita foi
detectado em diferentes tecidos dos morcegos analisados. Entre as 200
amostras teciduais avaliadas, observou-se maior frequéncia de deteccdo no
baco (26,0%), seguido pelo coracdo (22,0%), figado (10,0%) e pele (8,0%). A
andlise estatistica evidenciou diferenca global significativa entre os tecidos,
indicando que a distribuicdo da detec¢cdo molecular ndo foi uniforme. Entretanto,
as comparacfes entre pares de tecidos ndo permaneceram estatisticamente
significativas ap0s o ajuste para multiplas comparacfes, sugerindo que esse
resultado deve ser interpretado como uma diferenca geral na distribuicdo
tecidual do DNA do parasita, e ndo como evidéncia de superioridade
estatisticamente demonstrada de um tecido especifico em relagdo aos demais.

Apesar da auséncia de diferencas significativas nas comparacdes par a
par, a maior frequéncia de deteccdo observada no baco e no coragdo é
consistente com estudos que descrevem a colonizacdo de T. cruzi em Orgaos
linfoides e musculares durante a infeccao (Afez; Crisante, 2021; Silva-dos-
Santos et al., 2017), sugerindo que esses tecidos constituem amostras de
interesse para estudos de vigilancia molecular.

As diferencas observadas podem refletir caracteristicas biologicas dos
tecidos analisados. O tecido cardiaco constitui um importante local de

multiplicagéo de T. cruzi, cujos amastigotas se desenvolvem e se multiplicam no
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interior das fibras musculares, formando ninhos parasitarios (Rey, 2008).
Consequentemente, esse tecido pode apresentar elevada carga parasitaria. O
baco, por sua vez, € um 6rgéo linfoide altamente vascularizado que atua como
importante filtro imunolégico do sangue, respondendo rapidamente aos
antigenos circulantes (Junqueira; Carneiro, 2004). Essas caracteristicas podem
favorecer a deteccdo molecular do parasita nesse 6rgao.

Adicionalmente, como as amostras foram obtidas post mortem e
frequentemente apresentavam diferentes graus de autblise, a preservacao
diferencial dos tecidos e da integridade do DNA pode ter influenciado a
sensibilidade da deteccdo molecular. Assim, a maior frequéncia observada no
baco e no coracéo deve ser interpretada como uma tendéncia compativel com a
biologia da infec¢éo, mas que podera ser melhor esclarecida em estudos futuros
utilizando maior numero de individuos e amostras obtidas em diferentes
condicles de preservacao.

Outro aspecto relevante observado neste estudo foi a elevada proporgéo
de individuos que apresentaram deteccdo de DNA de T. cruzi em multiplos
tecidos. Esse padrdo reforca a capacidade de disseminacdo sistémica do
parasita (Afiez; Crisante, 2021; Jansen; Xavier; Roque, 2018; Silva-dos-Santos
etal., 2017) e evidencia que sua distribuicéo tecidual pode variar entre individuos
infectados. Do ponto de vista metodolégico, esses achados ressaltam a
importancia da analise de diferentes tecidos em estudos envolvendo T. cruzi,
uma vez que a avaliacdo de um unico tecido pode aumentar a probabilidade de
resultados falso-negativos.

Em conjunto, esses resultados demonstram que a distribuicéo tecidual de
T. cruzi em morcegos é complexa e reforcam que a avaliacdo de mudltiplos
tecidos pode aumentar a sensibilidade da detec¢cao molecular, contribuindo para
uma caracterizacdo mais precisa da infeccéo e para o aprimoramento de estudos
epidemioldgicos envolvendo fauna silvestre.

No que se refere as coinfeccdes, destaca-se a identificacdo de um
exemplar de E. auripendulus apresentando detec¢cédo concomitante de DNA de
T. cruzi em tecido cardiaco e infeccdo pelo virus da raiva. Esse achado
demonstra que 0s morcegos podem estar expostos simultaneamente a
diferentes agentes infecciosos circulantes na regido, podendo atuar como

hospedeiros de multiplos microrganismos de relevancia para a saude publica.
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Outro achado relevante foi a deteccéo de T. lainsoni no figado e T. cruzi no bacgo
de um individuo de M. rufus, caracterizando um caso de coinfeccédo envolvendo
duas espécies distintas de tripanossomatideos.

Os quirdpteros destacam-se por hospedar uma grande diversidade de
espécies do género Trypanosoma, sendo relativamente frequentes os registros
de infec¢cdes simultaneas envolvendo diferentes espécies ou linhagens
parasitarias em populagfes naturais. Entretanto, os efeitos dessas coinfecgdes
sobre os hospedeiros e sobre a dindmica de transmisséo ainda permanecem
pouco compreendidos (Jansen; Xavier; Roque, 2018). Assim, evidencia-se a
necessidade de estudos que aprofundem a compreenséo das implicacdes das
coinfeccdes em morcegos, especialmente quanto aos seus impactos sobre a
biologia dos hospedeiros, a interacdo entre os parasitas e a dindmica de
transmisséo.

No caso da coinfeccéo observada em M. rufus, a deteccéo de T. lainsoni
merece destaque, uma vez que se trata de uma espécie ainda pouco conhecida
e com numero limitado de registros na literatura. Esse parasita foi descrito
inicialmente por Naiff e Barrett (2013), a partir do isolamento em um roedor
caviomorfo, Mesomys hispidus, no estado do Amazonas. Posteriormente, foi
detectado em diferentes mamiferos na Ameérica do Sul, incluindo o carnivoro
Leopardus geoffroyi, o roedor Calomys sp. e espécies de marsupiais, como
Gracilinanus agilis e Micoureus paraguayanus (Diaz et al., 2020; Rodrigues et
al., 2019).

Registros adicionais incluem sua deteccdo em Didelphis albiventris, no
estado de Mato Grosso do Sul (Nantes et al., 2021), e em diferentes espécies de
roedores e marsupiais em Minas Gerais (Oliveira et al., 2023). Em quirdpteros,
sua ocorréncia havia sido relatada anteriormente apenas em Platyrrhinus
lineatus e Artibeus planirostris, na regido Nordeste do Brasil (Rodrigues et al.,
2019).

A coinfecgdo por T. lainsoni observada em M. rufus amplia o
conhecimento sobre a diversidade de tripanossomatideos capazes de infectar
essa espécie de morcego. A identificacdo de T. lainsoni nessa espécie amplia o
espectro de hospedeiros conhecidos para esse tripanossoma e, adicionalmente,
estende sua distribuicdo geogréafica conhecida para o estado de Sao Paulo,

indicando que sua ocorréncia pode ser mais ampla no territorio brasileiro do que
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previamente reconhecido. M. rufus é uma espécie insetivora e gregaria, capaz
de formar coloénias numerosas e frequentemente compartilhadas com outras
espécies de morcegos (Esbérard, 2011; Reis et al., 2007). Essas caracteristicas
podem favorecer o contato entre individuos e aumentar as oportunidades de
exposicao a diferentes agentes infecciosos.

Do ponto de vista filogenético, T. lainsoni tem sido associado ao clado
Lagarto-Serpente/Roedor-Marsupial, um agrupamento que inclui tripanossomas
frequentemente relacionados a flebotomineos como potenciais vetores (Ortiz et
al., 2018). No entanto, apesar da associacao filogenética, estudos experimentais
indicam que espécies de triatomineos e flebotomineos testadas até o momento
nao demonstraram competéncia vetorial para esse parasita (Madureira et al.,
2026; Naiff; Barrett, 2013).

Os resultados obtidos neste estudo, em conjunto com as evidéncias
disponiveis na literatura (Diaz et al., 2020; Naiff; Barrett, 2013; Nantes et al.,
2021; Oliveira et al., 2023; Rodrigues et al., 2019), sugerem que T. lainsoni,
assim como T. cruzi, possa apresentar um sistema de transmissao envolvendo
multiplos hospedeiros mamiferos. Entretanto, permanecem importantes lacunas
de conhecimento quanto a identificacdo das espécies vetoras envolvidas em seu
ciclo de vida, as possiveis vias de transmissdo e a real extensdo de sua
distribuicdo na fauna silvestre brasileira.

A analise filogenética baseada em inferéncia Bayesiana evidenciou a
formacao de dois agrupamentos principais bem definidos, correspondentes aos
clados T. cruzi e Lagarto-serpente/roedor-marsupial, ambos com alto suporte
estatistico (probabilidade posterior = 0,99). Esse padrdo evidencia uma
separacao filogenética consistente entre as duas espécies identificadas e reforca
a confiabilidade da caracterizagcdo molecular das sequéncias analisadas. A
topologia obtida mostrou-se compativel com a organizacdo filogenética
atualmente reconhecida para espécies do género Trypanosoma, corroborando
estudos recentes que empregaram esse mesmo marcador para investigar a
diversidade de tripanossomatideos em mamiferos silvestres, incluindo morcegos
(Ibarra-Lépez et al., 2026).

Embora os principais agrupamentos tenham apresentado elevado suporte
estatistico, algumas ramificacbes terminais exibiram menores valores de

probabilidade posterior. Esse resultado é esperado para andlises baseadas no
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gene 18S rRNA, um marcador amplamente utilizado para identificacdo e
posicionamento filogenético de tripanossomatideos em nivel interespecifico,
mas que apresenta menor variabilidade para resolver relagdes evolutivas em
niveis taxondmicos mais refinados, como a discriminagdo entre linhagens
intraespecificas.

As sequéncias de T. cruzi obtidas neste estudo agruparam-se
consistentemente com sequéncias de referéncia classificadas como Tcll,
sugerindo afinidade filogenética com essa DTU. Entretanto, essa interpretacao
deve ser realizada com cautela, uma vez que o fragmento do gene 18S rRNA
nao possui resolucdo suficiente para discriminar de forma inequivoca as
diferentes DTUs de T. cruzi. Assim, os resultados obtidos constituem uma forte
evidéncia de proximidade filogenética com Tcll, cuja confirmacéo dependeria da
utiizacdo de marcadores moleculares mais informativos, como genes
codificadores ou abordagens multilocus.

A DTU Tcll é tradicionalmente associada a ciclos domésticos de
transmissdo e apresenta ampla distribuicdo no Cone Sul da América do Sul. No
Brasil, essa linhagem tem sido frequentemente relacionada a formas clinicas
graves da doenca de Chagas, incluindo manifestacfes cardiacas e digestivas,
sendo uma das principais DTUs identificadas em pacientes com doenca de
Chagas cronica (Macedo; Segatto, 2010; Nielebock et al., 2020).

Outro aspecto relevante evidenciado neste estudo refere-se a interface
entre fauna silvestre, animais domésticos e popula¢cdes humanas em ambientes
urbanos. Aproximadamente 30% dos morcegos analisados apresentaram
registro de contato com caes ou gatos, incluindo o individuo de E. auripendulus
que apresentou coinfeccdo por T. cruzi e pelo virus da raiva. Esse achado
evidencia a sobreposicdo entre habitats e as oportunidades de contato entre
diferentes grupos de hospedeiros, criando condi¢cdes favoraveis ao
compartilhamento de agentes infecciosos entre a fauna silvestre, os animais
domeésticos e, potencialmente, o0s seres humanos. Esse cenario €
particularmente relevante quando se considera o comportamento predatério de
cées e gatos sobre morcegos, aumentando as oportunidades de exposicéo
desses animais a diferentes agentes infeciosos.

Nesse contexto, os cdes merecem destaque por poderem ser expostos a

T. cruzi e participar do ciclo epidemiolégico do parasita. Entretanto, esses
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animais geralmente apresentam baixos niveis de parasitemia, frequentemente
associados a resultados negativos em hemoculturas. Assim, sdo considerados
importantes sentinelas epidemioldgicos da circulacdo de T. cruzi, uma vez que a
infeccdo em cédes pode indicar a presenca de focos de transmissao e, em
determinadas situacfes, preceder a ocorréncia de casos humanos (Roque;
Jansen, 2008; Xavier et al., 2012).

Além disso, morcegos e triatomineos podem compartilhar abrigos em
ambientes urbanos e periurbanos, incluindo estruturas artificiais, como frestas e
cavidades em edificacbes. Esse compartilhamento de micro-habitats favorece a
proximidade entre hospedeiros e vetores e pode influenciar a dinamica de
transmissdo dos tripanossomatideos. Triatomineos associados a colbnias de
morcegos podem alimentar-se oportunisticamente em diferentes hospedeiros,
incluindo seres humanos, contribuindo potencialmente para a circulacédo desses
parasitas em ambientes antropizados (Pinto et al., 2015).

Apesar de o municipio de Bauru ser considerado area endémica para
leishmaniose, com registros da infeccdo em caes e seres humanos, nao foi
detectado DNA de Leishmania spp. nos morcegos analisados. Esse resultado
contrasta com estudos realizados em outras areas endémicas, nos quais DNA
de Leishmania spp. foi identificado em diferentes espécies de quirdpteros,
sugerindo que esses animais possam participar do ciclo epidemiol6gico da
leishmaniose em determinados contextos ecolégicos (Castro et al., 2020; Torres
et al., 2024).

A auséncia de deteccdo de Leishmania spp., mesmo em uma area
endémica, sugere que 0s morcegos avaliados podem nédo desempenhar papel
relevante na manutencao local desse protozoario ou que a infec¢do ocorra em
niveis inferiores ao limite de deteccdo da metodologia empregada. Deve-se
considerar, ainda, que diferentes espécies de mamiferos podem participar da
manutencdo desses hemoflagelados na natureza, compondo, em uma
determinada escala espaco-temporal, um conjunto dinamico de hospedeiros
com diferentes graus de competéncia para a transmissdo (Roque; Jansen,
2014).

No caso especifico de Bauru, as evidéncias disponiveis sugerem que a
manutencgao do ciclo urbano da leishmaniose esteja mais fortemente associada

a outros mamiferos sinantrépicos. Além do cdo doméstico, amplamente
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reconhecido como o principal reservatorio de L. infantum no Brasil, estudos
realizados no municipio demonstraram elevadas taxas de infeccdo em
marsupiais do género Didelphis, especialmente em areas urbanas e periurbanas
(Santiago et al., 2007).

A alta frequéncia de infeccéo observada nesses marsupiais, aliada a sua
capacidade de ocupar ambientes antropicos e de interagir tanto com ambientes
naturais quanto urbanos, sugere que esses animais possam atuar como
importantes hospedeiros no ciclo local do parasita. Nesse contexto, Didelphis
spp. podem desempenhar um papel relevante na conexao entre ciclos silvestres
e urbanos de transmissao da leishmaniose (Santiago et al., 2007).

Em relacdo a doenca de Chagas, os resultados obtidos neste estudo séo
particularmente relevantes considerando que, embora ndo existam registros de
casos agudos autdctones no municipio, foi evidenciada a circulacdo de T. cruzi
em morcegos urbanos. Ainda que a competéncia reservatoria dos quiropteros
nao tenha sido avaliada diretamente, a detec¢ao do parasita em tecidos indica a
exposi¢cdo dos morcegos ao agente infeccioso.

A presenca de focos naturais de T. cruzi em ambientes urbanos pode
representar um risco potencial para a introducdo ou manutencao da transmissao
do parasita em ciclos domésticos, especialmente em cenarios nos quais ha
interacdo entre fauna silvestre, vetores e populagcdes humanas (Zingales;
Macedo, 2023).

Nesse contexto, € importante destacar que 0os morcegos desempenham
funcbes ecoldgicas fundamentais para a manutencdo dos ecossistemas,
atuando na polinizacdo, dispersdo de sementes e controle de populacdes de
insetos, contribuindo de forma significativa para o equilibrio dos ecossistemas
naturais (Aguiar et al., 2021; Kunz et al., 2011).

Além de sua importancia ecoldgica, os quirdpteros compdem a fauna
nativa brasileira e séo protegidos por legislacdo ambiental. Entretanto, apesar de
seu papel fundamental nos ecossistemas, esses animais sdo frequentemente
associados a percepcbes negativas e a crengas populares equivocadas,
especialmente devido a sua possivel participacdo na epidemiologia de algumas
doencas (Fenton; Ratcliffe, 2010).

Essa associacdo entre morcegos e doencas pode favorecer a

estigmatizacdo desses animais e estimular préticas de perseguicdo ou
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eliminacdo, o que pode gerar impactos negativos para a conservacdo das
espécies, sem necessariamente contribuir para a prevencdo de zoonoses.
Dessa forma, é fundamental evitar abordagens reducionistas que associem 0s
morcegos exclusivamente a transmissdo de agentes infecciosos. A
compreensao do papel epidemioldgico desses animais deve considerar a
interdependéncia das interacdes entre parasitas, hospedeiros e 0 ambiente.

Os resultados do presente estudo devem ser interpretados sob a
perspectiva da Saude Unica, abordagem que reconhece a interdependéncia
entre a saude humana, a saude animal e a integridade dos ecossistemas. Nesse
contexto, alteracfes antropicas, como urbanizacao, fragmentacao de habitats e
mudancas no uso do solo, modificam as interagdes entre hospedeiros, vetores e
agentes infecciosos, favorecendo o0 contato entre espécies silvestres,
domésticas e humanas e aumentando o potencial de emergéncia e
reemergéncia de zoonoses (Webster et al., 2015).

Algumas limitagbes devem ser consideradas na interpretacdo dos
resultados. Em primeiro lugar, a parasitemia dos quirépteros nao foi quantificada,
impossibilitando inferéncias sobre a intensidade da infec¢éo e sobre o potencial
desses animais como fontes de infeccdo para vetores hematéfagos. Além disso,
embora o gene 18S rRNA seja amplamente utilizado para identificagdo molecular
e inferéncia filogenética de espécies de Trypanosoma, sua baixa variabilidade
limita a discriminacao inequivoca entre as diferentes DTUs de T. cruzi. Outro
aspecto a ser considerado refere-se ao tamanho amostral relativamente
reduzido e a limitacdo geografica da amostragem, restrita ao ambiente urbano
do municipio de Bauru. Estudos futuros envolvendo maior nimero de individuos,
diferentes espécies de morcegos e areas com distintos graus de conservacao
ambiental poderdo contribuir para uma compreensdo mais abrangente da
dindmica de circulacdo de tripanossomatideos em quiropteros.

Por fim, os resultados deste estudo demonstram a circulagcdo de
tripanossomatideos em morcegos urbanos da regido de Bauru e ampliam o
conhecimento sobre a diversidade de hospedeiros envolvidos na manutencéo
desses protozoarios na natureza. Esses achados fornecem informactes
relevantes para a vigilancia epidemioldgica e reforcam a importancia de

abordagens integradas de monitoramento de zoonoses, considerando a
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interface entre fauna silvestre, animais domeésticos, vetores e populacbes

humanas.
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8 CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou a circulagdo de T. cruzi em quirépteros
provenientes da zona urbana do municipio de Bauru (SP), demonstrando a
exposicdo desses animais ao parasita e ampliando o conhecimento sobre a
diversidade de espécies de morcegos naturalmente infectadas na regiéo.

A deteccéo de T. lainsoni em M. rufus representa um novo registro desse
tripanossomatideo para essa espécie de hospedeiro e amplia sua distribui¢cdo
geografica conhecida para o estado de Sao Paulo.

N&o foi detectado DNA de Leishmania spp. nas amostras analisadas,
indicando auséncia de evidéncias moleculares de infeccdo nos morcegos
avaliados nas condi¢des deste estudo.

A frequéncia de deteccdo molecular de tripanossomatideos diferiu entre
os tecidos analisados, com maior ocorréncia no bagco e no coracao, indicando
que esses tecidos constituem amostras promissoras para investigacoes
moleculares em quirGpteros.

Os resultados obtidos ampliam o conhecimento sobre a circulagdo de
tripanossomatideos em morcegos urbanos e fornecem subsidios para futuras
investigacdes ecoldgicas e epidemioldgicas, contribuindo para o aprimoramento
da vigilancia desses protozodarios em populacdes de fauna silvestre.
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ABSTRACT

Environmental changes associated with urbanization increase interactions
among wildlife, domestic animals, and humans, creating opportunities for the
circulation of infectious agents. In this context, this study investigated the
occurrence of trypanosomatids in bats from the urban area of Bauru, Sdo Paulo
State, southeastern Brazil, and molecularly characterized the detected parasites.
Fifty bats obtained through the municipal rabies surveillance program were
analyzed. Liver, spleen, heart, and skin samples were subjected to DNA
extraction and molecular detection of trypanosomatids by Nested PCR targeting
the 18S rRNA gene. Positive amplicons were sequenced using the Sanger
method and subjected to molecular identification and phylogenetic analysis.
Additionally, conventional PCR targeting the HSP70 gene was performed for the
specific detection of Leishmania spp. Trypanosomatid DNA was detected in 18
of the 50 bats analyzed (36.0%). Sequence analysis identified Trypanosoma
cruzi in 32 of the 33 sequences obtained (96.97%), whereas one sequence
(3.03%) corresponded to Trypanosoma lainsoni. No Leishmania spp. DNA was
detected. A significant overall difference in trypanosomatid detection was
observed among the analyzed tissues, with the highest detection frequencies
occurring in the spleen and heart. Furthermore, 61.1% of the positive bats
presented parasite DNA in more than one tissue. The detection of Trypanosoma
cruzi in several bat species, together with the first record of Trypanosoma lainsoni
in Molossus rufus and in S&o Paulo State, expands current knowledge on the
host range and geographic distribution of these parasites. These findings improve
our understanding of trypanosomatid circulation in urban bat populations and
provide relevant information for future ecological and epidemiological

investigations within a One Health approach.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma lainsoni; bats; wildlife; One
Health.

INTRODUCTION

Anthropogenic environmental changes have been increasingly associated

with the emergence and reemergence of infectious diseases affecting humans,
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domestic animals, and wildlife (Daszak et al. 2001). Zoonotic diseases account
for a substantial proportion of these infections and represent a major global public
health challenge (Karesh et al. 2012; WHO 2020). Factors such as agricultural
expansion, biodiversity loss, climate change, livestock intensification, and
urbanization have intensified the interface among wildlife, domestic animals, and
humans, creating new opportunities for pathogen transmission (Karesh et al.
2012; Garcia-Moreno 2023; WHO 2023).

Among the infectious agents involved in these processes, protozoa of the
family Trypanosomatidae deserve particular attention because of their broad
geographic distribution, remarkable host diversity, and public health importance.
Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, is maintained
through complex transmission cycles involving numerous wildlife reservoirs and
hematophagous vectors (Jansen et al. 2018). Originally restricted to enzootic
cycles among wild mammals, Chagas disease became an important zoonosis
following environmental changes that favored the adaptation of triatomine vectors
to domestic environments (Zingales 2011). Today, it is recognized as one of the
major neglected tropical diseases in the Americas (PAHO 2021; WHO 2026). In
addition to T. cruzi, species of the genus Leishmania are also of considerable
medical and epidemiological importance, particularly in regions undergoing
urbanization and environmental changes that influence the distribution of vectors
and reservoir hosts (Pacheco and Carvalho-Costa 2014).

Bats (order Chiroptera) are recognized as important hosts of a wide
diversity of microorganisms, including trypanosomatids. Their ecological and
behavioral characteristics, such as high mobility, gregarious behavior, long
lifespan, and the ability of many species to exploit anthropized environments, may
facilitate both the maintenance and dispersal of infectious agents (Calisher et al.
2006).

In Brazil, molecular studies have detected DNA of different trypanosomatid
species in bats inhabiting a wide range of environments, including urban areas,
suggesting that these mammals patrticipate in the natural transmission cycles of
these protozoa (Cavazzana et al. 2010; Savani et al. 2010; Dario et al. 2017,
Gomez-Hernandez et al. 2017; Castro et al. 2020; Torres et al. 2024). However,
information on the circulation of trypanosomatids in bats from urban areas of

inland S&o Paulo State remains limited, particularly in municipalities undergoing
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intense anthropogenic pressure and considered relevant for zoonotic disease
surveillance. This knowledge gap is especially important in cities where wildlife
increasingly occupies urban landscapes and frequently interacts with domestic
animals and human populations.

Within this context, the One Health approach has become fundamental for
understanding the complex interactions among environmental changes, wildlife,
domestic animals, vectors, and humans. Investigating the circulation of
trypanosomatids in urban bats contributes to this integrative perspective by
improving our understanding of how urbanization influences host—parasite
interactions and the ecology of infectious diseases. Such information is essential
for supporting wildlife disease surveillance and developing evidence-based
strategies for the prevention and control of zoonotic diseases in anthropized
environments.

Given this scenario, the present study investigated the occurrence of
trypanosomatids in bats from the urban area of the municipality of Bauru,
southeastern Brazil, and molecularly characterized the detected parasites. We
hypothesized that urban bats are exposed to trypanosomatids circulating in
anthropized environments, reflecting the circulation of these parasites at the

wildlife—urban interface.

MATERIALS AND METHODS

Study area and sampling

The municipality of Bauru is located in the central-western region of S&o
Paulo State, southeastern Brazil, within a transition zone between the Cerrado
and the Seasonal Semideciduous Atlantic Forest. Native vegetation remnants are
highly fragmented as a consequence of agricultural expansion and urbanization
over recent decades (Bauru 2015). From an epidemiological perspective, the
municipality is endemic for both visceral and cutaneous leishmaniasis, whereas
no autochthonous cases of acute Chagas disease have been reported (Séo

Paulo 20264, b, c). The location of the study area is shown in Figure 1.
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Figure 1. lllustrative map showing the location of Sdo Paulo State in Brazil and
a detailed view of the study area. The figure was generated with the aid of artificial

intelligence tools and subsequently reviewed and edited by the authors.

A total of 50 bats collected between January and December 2024 were
included in this study. The specimens were obtained through the Environmental
Surveillance Service of the municipality of Bauru, which routinely collects dead
or moribund bats found in urban areas as part of the municipal rabies surveillance
program.

Species identification was based on external morphological characteristics
using the taxonomic keys proposed by Vizotto and Taddei (1973) and Reis et al.
(2007, 2017). Information on rabies diagnosis and records of contact with
domestic animals were obtained from the Environmental Surveillance Service

database.

Ethical approval

This study was approved by the Animal Ethics Committee of the School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Sao Paulo State University (UNESP),
Botucatu campus (CEUA protocol No. 514/2023), by the Brazilian Biodiversity
Authorization and Information System (SISBIO permit No. 90179-1), and by the
Scientific Committee of the Municipal Health Department of Bauru.
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DNA extraction and molecular detection

Liver, spleen, heart, and skin samples were aseptically collected from
each bat, totaling 200 tissue samples. Genomic DNA was individually extracted
using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's instructions. DNA concentration and purity were assessed using
a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

Trypanosomatid DNA was detected by Nested PCR targeting the 18S
rRNA gene using the primers described by Noyes et al. (1999, 2000). Leishmania
spp. DNA was investigated by conventional PCR targeting the HSP70 gene
according to Hernandez et al. (2014). Positive controls consisting of T. cruzi DNA
and Leishmania infantum DNA, as well as a negative control, were included in all
PCR assays.

Amplified products were resolved by electrophoresis on 1.5% agarose
gels stained with GelRed®. Positive amplicons were purified using the lllustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)

and sequenced in both directions using the Sanger method.

Sequence analysis and phylogenetic reconstruction

The obtained sequences were edited and assembled into consensus
sequences before being compared with reference sequences available in
GenBank (NCBI) using the BLAST algorithm. Phylogenetic reconstruction was
performed under a Bayesian framework using BEAST 2 (Bouckaert et al. 2014).
Thirty-two sequences generated in the present study, together with
representative reference sequences retrieved from GenBank, were included in
the analysis. Leishmania major (GenBank accession no. FN677342.1) was used
as the outgroup. The maximum clade credibility tree was generated using

TreeAnnotator and visualized in FigTree version 1.3.1.

Statistical analysis
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A bat was considered positive when at least one of the four analyzed
tissues yielded amplification of trypanosomatid DNA. Associations between
trypanosomatid detection and bat family or feeding guild were evaluated using
Fisher's exact test.

Differences in trypanosomatid detection among the four tissues were
assessed using Cochran's Q test, which is appropriate for paired binary data.
When significant overall differences were detected, pairwise comparisons were
performed using McNemar's exact test with Holm's adjustment for multiple
comparisons.

Among bats positive for trypanosomatids, detection frequencies were
calculated for each tissue. Pairwise odds ratios (OR) were estimated to compare
the likelihood of molecular detection between tissues, and the distribution of the
number of positive tissues per individual was evaluated descriptively.

Additionally, trypanosomatid positivity was calculated for each bat species.
Because several species were represented by a small number of individuals, bat
genera were grouped for further analysis. A univariate binary logistic regression
model was fitted to estimate the association between grouped bat genera and
trypanosomatid detection, and OR with 95% confidence intervals (95% Cls) were
calculated.

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 10
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) and jamovi version 2.7 (The

jamovi Project 2025). Statistical significance was established at p < 0.05.

RESULTS

A total of 50 bats collected in the urban area of Bauru, S&o Paulo State,
southeastern Brazil, were analyzed. The sampled individuals belonged to 13
species distributed among three families of the order Chiroptera: Molossidae,
Vespertilionidae, and Phyllostomidae. Molossidae was the predominant family,
comprising 76.0% (38/50) of the sampled bats. The most abundant species were
Molossus molossus (32.0%), Eumops glaucinus (12.0%), Molossus rufus
(12.0%), and Eumops auripendulus (10.0%). Overall, insectivorous bats
accounted for 92.0% of the sample, whereas frugivorous species represented
8.0% (Table 1).
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Table 1. Species composition and ecological characteristics of bats sampled in

the urban area of Bauru, Sdo Paulo State, Brazil, between January and

December 2024.

Species Family Feeding Number of Relative
habit individuals abundance (%)

Molossus Molossidae Insectivorous 16 32

molossus

Eumops Molossidae Insectivorous 6 12

glaucinus

Molossus rufus Molossidae Insectivorous 6 12

Eumops Molossidae Insectivorous 5 10

auripendulus

Tadarida Molossidae Insectivorous 3 6

brasiliensis

Eumops perotis Molossidae Insectivorous 2 4

Lasiurus cinereus Vespertilionidae Insectivorous 2 4

Myotis nigricans Vespertilionidae Insectivorous 3 6

Histiotus velatus Vespertilionidae Insectivorous 1 2

Eptesicus sp. Vespertilionidae Insectivorous 1 2

Histiotus Vespertilionidae Insectivorous 1 2

montanus

Artibeus lituratus  Phyllostomidae  Frugivorous 2 4

Carollia Phyllostomidae  Frugivorous 2

perspicillata

Total - - 50 100

Among the 50 bats analyzed, 15 (30.0%) had documented contact with

domestic animals (dogs or cats) according to the records of the Municipal

Environmental Surveillance Service. Rabies virus infection was confirmed in two

individuals (4.0%), corresponding to one E. auripendulus and one Histiotus

montanus. Both bats were collected in residential areas and had documented

contact with domestic animals.
Trypanosomatid DNA was detected in 18 of the 50 bats analyzed (36.0%)

by Nested PCR targeting the 18S rRNA gene. Among these positive individuals,

72 tissue samples (liver, spleen, heart, and skin) were examined, of which 33
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showed positive amplification. Electrophoresis revealed amplicons of

approximately 650 bp, corresponding to the expected fragment (Figure 2).

Figure 2. Electrophoresis on 1.5% agarose gel of Nested PCR products for
detection of trypanosomatids by amplification of a fragment of the 18S rRNA gene
using the internal primers SSU561F and SSU561R. M: 100 bp molecular weight
marker (Class Five® 100 bp DNA Ladder); 1: negative control; 2: positive control,
3-13: bat tissue samples. The arrow indicates the expected amplicon of

approximately 650 bp.

Considering all 200 tissue samples analyzed, trypanosomatid DNA was
detected in 33 (16.5%). Detection frequencies differed significantly among the
four tissues (Cochran's Q = 11.56, df = 3, p = 0.009). The spleen showed the
highest detection frequency (26.0%), followed by the heart (22.0%), liver (10.0%),
and skin (8.0%) (Table 2). However, pairwise comparisons performed using
McNemar's exact test with Holm adjustment did not reveal statistically significant

differences between any tissue pairs (adjusted p > 0.05).

Table 2. Detection of trypanosomatid DNA according to tissue type in bats from

the urban area of Bauru, Sdo Paulo State, Brazil.
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Tissue Positive Negative Total Prevalence (%)
Spleen 13 37 50 26.0

Heart 11 39 50 22.0

Liver 5 45 50 10.0

Skin 4 46 50 8.0

Total 33 167 200 16.5

Among the 18 positive bats, trypanosomatid DNA was most frequently
detected in the spleen (72.2%), followed by the heart (61.1%), liver (27.8%), and
skin (22.2%). OR analyses indicated higher odds of molecular detection in the
spleen than in the liver (OR = 3.16) and skin (OR = 4.03), whereas detection odds
were similar between the spleen and heart (OR = 1.26). Furthermore, 11 of the
18 positive bats (61.1%) showed trypanosomatid DNA in more than one tissue,
indicating frequent multitissue detection.

The distribution of trypanosomatid-positive bats according to family,
genus, and species is presented in Table 3. Of the 18 positive bats, 16 (88.9%)
belonged to the family Molossidae and two (11.1%) to Phyllostomidae, whereas
no positive individuals were detected in Vespertilionidae. Although no statistically
significant association was detected between bat family and trypanosomatid
detection (Fisher's exact test, p = 0.050), most positive bats belonged to

Molossidae.

Table 3. Distribution of bats positive for trypanosomatid DNA according to family,

genus, and species in the urban area of Bauru, Sado Paulo State, Brazil.

Family Genus Species Positive Relative
frequency (%)

Molossidae Molossus Molossus molossus 5 27.8
Molossidae Molossus Molossus rufus 2 111
Molossidae Eumops Eumops auripendulus 4 22.2
Molossidae Eumops Eumops glaucinus 2 111
Molossidae Eumops Eumops perotis 2 111
Molossidae Tadarida Tadarida brasiliensis 1 5.6
Phyllostomidae Artibeus Artibeus lituratus 1 5.6
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Phyllostomidae Carollia Carollia perspicillata 1 5.6

Total - - 18 100.0

The genera Eumops (44.4%) and Molossus (38.9%) together accounted
for 83.3% of all positive bats. Among the species, M. molossus (27.8%) and E.
auripendulus (22.2%) were the most frequently infected. High positivity rates
were observed for E. perotis (100.0%; 2/2) and E. auripendulus (80.0%; 4/5),
although these estimates were based on small sample sizes.

Grouping individuals by genus, univariate logistic regression indicated
higher odds of trypanosomatid detection in Eumops than in Molossus (OR = 3.43;
95% CI: 0.82-14.37; p = 0.092), although the association was not statistically
significant. The remaining genera presented lower odds of detection than
Molossus (OR = 0.54; 95% CI: 0.11-2.53; p = 0.430).

Regarding feeding guild, 16 positive bats (88.9%) were insectivorous and
two (11.1%) were frugivorous. No significant association was observed between
feeding guild and trypanosomatid detection (Fisher's exact test, p = 0.600).

No Leishmania spp. DNA was detected in any of the analyzed samples by
PCR targeting the HSP70 gene. Amplification was observed only in the positive

control, confirming the performance of the assay (Figure 3).

=337bp —»
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Figure 3. Electrophoresis on 1.5% agarose gel of conventional PCR products
targeting the HSP70 gene of Leishmania spp. M: 100 bp molecular weight marker
(Class Five® 100 bp DNA Ladder); lane 1: negative control; lane 2: positive
control; lanes 3-13: bat tissue samples. The arrow indicates the expected

amplicon of approximately 337 bp.

Sequence analysis revealed high nucleotide similarity (>98%) with
reference trypanosomatid sequences deposited in GenBank. Of the 33
sequences analyzed, 32 (96.97%) were identified as T. cruzi, whereas one

sequence (3.03%) was identified as Trypanosoma lainsoni (Table 4).

Table 4. Molecular identification of trypanosomatids detected in bats from the
urban area of Bauru, Sdo Paulo State, Brazil, based on 18S rRNA gene

sequencing and BLAST analysis.

ID Family Species Feeding Tissue Identified Percent Query E- GenBank
habit species identity ~ coverage value Accession
(BLAST - 18S (%) (%) number
rRNA)

19 Molossidae Molossus Insectivo Liver T. cruzi 99.65 100 0.0 PZ239334
molossus rous

21 Molossidae Eumops Insectivo Spleen T. cruzi 99.82 100 0.0 PZ239335

auripendulus rous Heart T. cruzi 99.31 100 0.0 PZ239336

Skin T. cruzi 99.83 100 0.0 PZ239337

22 Molossidae Molossus Insectivo Liver T. cruzi 98.29 100 0.0 PZ239338

molossus rous Spleen T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239339

Heart T. cruzi 99.66 100 0.0 PZ239340

35 Molossidae Eumops Insectivo Spleen T. cruzi 99.78 100 0.0 PZz239341
glaucinus rous

53 Molossidae Molossus Insectivo Spleen T. cruzi 99.66 100 0.0 PZ239342
molossus rous

70* Molossidae Eumops Insectivo Heart T. cruzi 98.58 100 0.0 PZz239343
auripendulus rous

73 Molossidae Eumops Insectivo Spleen T. cruzi 99.61 100 0.0 PZz239344

auripendulus rous Heart T. cruzi 99.33 100 0.0 PZz239345

76 Molossidae Eumops Insectivo Heart T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239346
auripendulus rous

86 Phyllostomida  Artibeus lituratus ~ Frugivor Spleen T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239347
e ous

87 Molossidae Eumops Insectivo Spleen T. cruzi 99.1 100 0.0 PZ239348

glaucinus rous Heart T. cruzi 98.44 100 0.0 PZ239349

106 Molossidae Eumops perotis  Insectivo Spleen T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239350

rous Heart T. cruzi 99.70 100 3e- PZz239351

172

113 Molossidae Molossus Insectivo Spleen T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239352

molossus rous Heart T. cruzi 99.65 100 0.0 PZ239353

151 Molossidae Eumops perotis  Insectivo Spleen T. cruzi 99.41 100 0.0 PZ239354

rous Heart T. cruzi 99.35 100 0.0 PZ239355

197 Molossidae Molossus Insectivo Heart T. cruzi 99.75 100 0.0 PZ239356

molossus

rous
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225 Phyllostomida Carollia Frugivor Spleen T. cruzi 99.65 100 0.0 PZz239357
e perspicillata ous Heart T. cruzi 99.67 99 0.0 PZz239358

Skin T. cruzi 99.34 100 0.0 PZ239359

230 Molossidae Molossus rufus Insectivo Liver T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239360
rous Skin T. cruzi 99.65 100 0.0 PZ239361

239 Molossidae Molossus rufus Insectivo Liver T. lainsoni 99.84 100 0.0 PZ239362
rous Spleen T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239363

320 Molossidae Tadarida Insectivo Liver T. cruzi 100.00 100 0.0 PZ239364
brasiliensis rous Spleen T. cruzi 99.48 100 0.0 PZ239365

Skin T. cruzi 99.82 100 0.0 PZ239366

*Rabies virus infection

Among the 18 positive bats, 11 (61.1%) presented parasite DNA in more
than one tissue. One M. rufus individual showed concomitant detection of T.
lainsoni in the liver and T. cruzi in the spleen, whereas one E. auripendulus
specimen presented T. cruzi DNA in cardiac tissue and was simultaneously
positive for rabies virus infection.

Phylogenetic analysis confirmed the taxonomic identity of the detected
trypanosomes, revealing two well-supported clades corresponding to T. cruzi and
the Lizard—Snake/Rodent—Marsupial lineage (Figure 4). All T. cruzi sequences
obtained in this study clustered consistently with reference sequences assigned
to DTU Tcll, suggesting phylogenetic affinity with this discrete typing unit. The
single sequence identified as T. lainsoni clustered with reference sequences of
the same species and T. cascavelli, corresponding to the Lizard—Snake/Rodent—
Marsupial clade. Lower posterior probability values were observed in some
terminal branches, probably reflecting the high genetic similarity among closely

related sequences (Figure 4).



94

am




95

Figure 4. Bayesian phylogenetic tree inferred from a 650-bp fragment of the 18S
rRNA gene showing the relationships among Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
cruzi marinkellei, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma dionisii, Trypanosoma
wauwau, Trypanosoma lainsoni, and Trypanosoma cascavelli. Posterior
probability values are indicated at the nodes. Sequences generated in the present
study are highlighted in red, whereas reference sequences retrieved from
GenBank are shown in black. The tree was rooted using Leishmania major
(GenBank accession no. FN677342.1) as the outgroup.

DISCUSSION

The present study demonstrated the circulation of trypanosomatids in
urban bats from Bauru, Sdo Paulo State, southeastern Brazil, with an overall
molecular positivity of 36.0%. The predominance of T. cruzi, together with the
detection of T. lainsoni, highlights the diversity of trypanosomatids circulating in
this urban environment and reinforces the exposure of bats to these parasites at
the wildlife—urban interface.

The observed prevalence is comparable to that reported in other studies
conducted in Brazil, where trypanosomatid detection in bats varies considerably
according to host species, geographic region, and the molecular methods
employed (Dario et al. 2017; Torres et al. 2024). This variability highlights the
influence of local ecological conditions on parasite transmission dynamics and
emphasizes the importance of regional surveillance studies.

The taxonomic composition of the sampled bats, characterized by the
predominance of Molossidae, reflects the pattern commonly reported in Brazilian
urban environments, where insectivorous bats are generally the most abundant.
In contrast, phyllostomids are more frequently associated with forest remnants
embedded within urban landscapes, whereas molossids preferentially occupy
anthropogenic structures such as roofs, ceilings, and building crevices (Nunes et
al. 2017). Therefore, the higher number of positive individuals observed among
molossids is likely related, at least in part, to their greater representation in the
sample. Nevertheless, ecological differences associated with habitat use and
opportunities for contact with triatomine vectors sharing urban shelters may also

contribute to this pattern (Pinto et al. 2015).
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The predominance of the genera Eumops and Molossus among positive
bats, together with the higher odds of detection estimated for Eumops, suggests
a pattern that deserves further investigation. However, because this association
was not statistically significant and the sample size was limited, no inference can
be made regarding differences in susceptibility or exposure between these
genera. Additional studies involving larger sample sizes and broader taxonomic
representation will be necessary to clarify whether these observed patterns
reflect biological or ecological differences.

The predominance of T. cruzi among the positive samples reflects its
broad distribution among wild mammals in Latin America and its remarkable
ecological plasticity, allowing its maintenance in complex transmission cycles
involving multiple vertebrate hosts and hematophagous vectors (Jansen et al.
2018). The detection of this protozoan in more than one-third of the analyzed bats
reinforces the role of these mammals as hosts of T. cruzi and suggests their
participation in local transmission cycles. These findings are consistent with
previous studies recognizing bats as important components of the T. cruzi
reservoir system (Dario et al. 2017; Jansen et al. 2018).

To the best of our knowledge, the detection of T. cruzi in E. Auripendulus
and E. Perotis expands the list of bat species in which this parasite has been
reported. Considering that these species are frequently associated with urban
environments and commonly use buildings as roosts, their potential participation
in local transmission cycles deserves further investigation.

No significant association was observed between feeding guild and
trypanosomatid detection, indicating that exposure to these parasites may occur
through different transmission routes, regardless of the predominant feeding
strategy of the analyzed species. Transmission of T. cruzi may occur through
multiple mechanisms. Oral transmission is considered one of the most common
routes among wild mammals and is frequently associated with insect
consumption (Coura 2015). Among bats, insect ingestion occurs not only in
insectivorous species but may also occur opportunistically in species with
predominantly frugivorous diets. In addition, transmission may occur through
contact with infected triatomines or through congenital transmission, which may

contribute to parasite maintenance within bat populations (Afiez et al. 2009).
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The detection of parasite DNA in multiple tissues reinforces the systemic
dissemination of T. cruzi, consistent with its well-known capacity to colonize
different organs and cell types in vertebrate hosts (Afiez and Crisante 2021; Silva-
dos-Santos et al. 2017). In the present study, the spleen and heart exhibited the
highest frequencies of molecular detection. Although Cochran's Q test indicated
significant overall differences among tissues, pairwise comparisons were not
statistically significant after correction for multiple testing, indicating that these
findings should be interpreted as an overall pattern of tissue distribution rather
than evidence supporting the superiority of a specific tissue. Nevertheless, the
higher detection frequencies observed in the spleen and heart are consistent with
previous reports describing parasite persistence in lymphoid and muscular
tissues and suggest that these organs represent valuable samples for molecular
investigations based on postmortem material.

The detection of T. lainsoni in one M. rufus individual represents an
important finding, expanding both the known host range and the geographic
distribution of this trypanosomatid to S&o Paulo State. This parasite remains
poorly characterized and was originally described from an Amazonian
caviomorph rodent (Naiff and Barrett 2013). Subsequently, it has been reported
in several South American mammals, including rodents, marsupials, and
carnivores (Diaz et al. 2020; Nantes et al. 2021; Rodrigues et al. 2019). Its
occurrence in bats had previously been documented only in Platyrrhinus lineatus
and Artibeus planirostris from northeastern Brazil (Rodrigues et al. 2019).

The transmission cycle of T. lainsoni, as well as its vectors, remains poorly
understood. Phylogenetically, this species has been associated with the Lizard—
Snake/Rodent—Marsupial clade, whose members are frequently linked to
phlebotomine sand flies as potential vectors (Ortiz et al. 2018). However,
experimental studies have not yet demonstrated vector competence for the insect
species evaluated to date (Madureira et al. 2026; Naiff and Barrett 2013),
indicating that important aspects of the biology and transmission of this parasite
remain unresolved.

Phylogenetic analysis corroborated the molecular identification of the
detected trypanosomatids, recovering well-supported clades for T. cruzi and T.
lainsoni. The overall topology was consistent with the currently recognized

phylogenetic relationships within the genus Trypanosoma and with recent studies
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employing the 18S rRNA marker to investigate trypanosomatid diversity in wild
mammals (Ibarra-Lopez et al. 2026). Although all T. cruzi sequences clustered
with reference sequences classified as Tcll, this association should be
interpreted with caution because the 18S rRNA gene has limited resolution for
unequivocally discriminating among the different T. cruzi DTUs. Therefore, the
observed clustering should be regarded as evidence of phylogenetic affinity
rather than definitive DTU assignment.

Nevertheless, the observed pattern suggests phylogenetic proximity to
DTU Tcll, a lineage widely distributed throughout the Southern Cone of South
America, frequently associated with domestic transmission cycles and
representing one of the main DTUs identified in patients with chronic Chagas
disease in Brazil (Macedo and Segatto 2010; Nielebock et al. 2020).

From an ecological and epidemiological perspective, the detection of
trypanosomatids in urban bats, together with records of interaction with domestic
animals and the identification of one bat simultaneously infected with T. cruzi and
rabies virus, highlights the complexity of pathogen circulation in anthropized
environments. Approximately 30% of the analyzed bats had documented contact
with dogs or cats, emphasizing the opportunities for interaction among wildlife,
domestic animals, and humans. Such contacts may facilitate the circulation of
different infectious agents within urban ecosystems.

Dogs deserve particular attention because they may become infected with
T. cruzi and serve as valuable epidemiological sentinels of parasite circulation.
Infection in dogs may indicate the presence of active transmission foci and, in
some circumstances, precede the occurrence of human infections (Roque and
Jansen 2008; Xavier et al. 2012).

No Leishmania spp. DNA was detected in any of the analyzed bats,
despite the study being conducted in a municipality endemic for both visceral and
cutaneous leishmaniasis. This finding suggests that the analyzed bat species
may not play a major role in maintaining Leishmania spp. in the local transmission
cycle or that infections occur below the detection limit of the molecular methods
employed. It is also important to recognize that different mammalian species may
contribute differently to parasite maintenance over space and time, exhibiting
varying degrees of transmission competence (Roque and Jansen 2014). In

Bauru, previous studies have associated the urban transmission cycle of
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leishmaniasis primarily with domestic dogs and synanthropic marsupials of the
genus Didelphis (Santiago et al. 2007).

Some limitations of this study should be acknowledged. First, parasitemia
was not quantified, precluding inferences regarding infection intensity and the
potential role of bats as sources of infection for triatomine vectors. Second,
although the 18S rRNA gene is widely used for molecular identification and
phylogenetic inference of Trypanosoma species, its relatively low genetic
variability limits the unequivocal discrimination among T. cruzi DTUs. Finally, the
relatively small sample size for several bat species limited more robust ecological
inferences.

Although molecular detection in bat tissues demonstrates exposure to
trypanosomatids and confirms parasite circulation in the study area, it does not
allow direct inference regarding the competence of bats as reservoirs capable of
infecting vectors. Nevertheless, the presence of natural T. cruzi foci in urban
environments may contribute to the maintenance of transmission cycles where
wildlife, domestic animals, vectors, and humans interact.

It is important to emphasize that bats perform essential ecological
functions, including insect population control, seed dispersal, and pollination.
Therefore, approaches that associate these mammals exclusively with the
transmission of infectious agents should be avoided. Their epidemiological role
should be interpreted within the broader ecological context in which hosts,
parasites, vectors, and environmental conditions interact.

Overall, the present study expands current knowledge on the circulation
of trypanosomatids in urban bats from southeastern Brazil and reinforces the
value of wildlife surveillance within the One Health approach. By integrating
ecological, molecular, and epidemiological evidence, these findings contribute to
a better understanding of host—parasite interactions in urban environments and
provide useful information for future wildlife surveillance, conservation, and

disease prevention strategies.

CONCLUSION

This study demonstrates the circulation of trypanosomatids in urban bats

from Bauru, S&o Paulo State, southeastern Brazil, with the predominance of T.
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cruzi and the sporadic detection of T. lainsoni. The detection of T. cruzi in multiple
bat species, together with the first record of T. lainsoni in M. rufus and in S&o
Paulo State, expands current knowledge on the host range and geographic
distribution of these parasites.

The multitissue approach increased the molecular detection of
trypanosomatids and highlighted differences in parasite distribution among
tissues, supporting the inclusion of multiple organs in molecular investigations
based on wildlife carcasses. In contrast, no molecular evidence of Leishmania
spp. infection was found in the analyzed bats, suggesting that these species may
have limited participation in the local transmission cycle of leishmaniasis.

Overall, these findings contribute to a better understanding of the
circulation of trypanosomatids in urban bat populations and reinforce the
importance of wildlife surveillance within a One Health approach. Further
ecological, molecular, and epidemiological studies are needed to clarify the role
of bats in the maintenance and transmission dynamics of these parasites in

anthropized environments.
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ANEXOS

Anexo 1. Autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagiao da Biodiversidade - ICMBic
Icmiu’. Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizago para atividades com finalidade cientifica

Numero: 901791 | Data da Emissao: 28/08/2023 19:26:11 Data da Revalidagao®: 28/08/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n® T48/2022, esta autorizagio possui vigéncia equivalents ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagiao do relatorio anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Mome: Maisa Jampauli Bemardes |CF'F: 405.686.508-74
Titulo do Projeto: Autorizagdo para coleta de material bickigico visando pesguisa cientifica (carcacas de morcegos).
Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA |CNF'.J: 48.031.91800:33-01

Cronograma de atividades

# |Deserigao da atividade Inicio {mésiano) Fim (mésiano)
1 | Coleta de material bickogico 092023 022027

Observagies & ressalvas

1 | A auorizaglo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anubncias, come: [} do proprietério, amendatirio, posseio ou morador guando as atfvidades fonem realzadas

e e cle: Sk VSO S e dos (imites de anidae e conservagio fsdersl rge proczsse de reguisrzacks Sundiana encontrarse & corss; ) @3 comunidads indigena

erwoivida, ouvido o orglo Indigenissa oficial, quando as alfvidades: de pesguiza forem executadas em e indigena; 1 do Conseivo de Defesa Nacional, guando as atividades de pesguisa
forem EveCutadas £m Anea indlspenzavel 8 SEQUTING Nacional; V) 43 aiondsts MAME, QUANGD 35 V00T de pesguisa forem EYECLbIGNT £ AU Juisdcionals brsisine; V) 00
Departameni Nacional da Producio Mineml, quando a pesquisa visar 3 explorario de depésios ssiferos ou @ exiraglo de espécimes foasels; VI do-drplo gesior da

uridade de conzerapho estadusi, DSt o mMURiCins, dente ouTEs.

2 | Tooes os membrns o squie o pesgulsy devem star centes as recomendscles £ boas praboas 8 serem sagUIGEE NESte mOMENS de amEganCiy ZocssansAns R Bz devide 8
aripe avidra. Informe-se na pégina do CEMANVE ra Internet: hiipsFaww.gov briombio’ TCRAT = Fee-aviara’grpeaviaria-1.

3 | Ests sunorizaclo NAC exime o pesguisador tiuar & o3 membme di SUD SquUIpS 03 neCEssdsds g MEnder &5 ENpincias & obter a5 sutorizaglies previstas em ouUTDS RsrumEnios

egals reiativos a0 regisin de agrobivicos (Lel nf 7802, de 11 de |ulo de 1588, Decreio nf 4074, de 4 de Janeiro de 2002, enire oulros).

4 | Ests sunorizaclo NAC ewime o pesguisador tiuar & o3 membms di SUD SqUIpS 03 neCEsssds g MEnder &5 ENgincias & obter a5 sutorizaglies previstas em oUTDS RSrumEnios

egals reiativos a0 regisin de agrobivicos (Lel nf 7802, de 11 de |ulo de 1588, Decreio nf 4074, de 4 de Janeiro de 2002, enire oulros).

= Este gocumentn nio dispersa o cumprimants ds Lel p* 131232045, que dispde sobre 0 3cess0 a0 paTimonia gensticn, sobre 3 proterio & o aresso a0 conheciments radconsd
2ssodado & sobre a repariplo de beneficios par conservacio e uso sustentive! da biodiversidade.

€ | As stivicsdes de camps evarcicns BOr BRSSO AR oU [uridica esangedm, & inde o smieno nacikonal, que Implquem o deSioEImEnts e rEcurses hamancs & s, o por bt

coletar dados, materials, espécimes bickigicos e minerals, pegas iniegranies da cultura natha & cuitura popular, presenie & passada, oblidos por meic de recursos & Eomicas que e
desunam ao estudo, A dfuslo ou & pesquisa, estlo syjstys o aunrzacho oo Ministeno de Cibnois & TEmmoioges (Decnetn e 95,830, de 1501/90).

7 | st autorizaghio MAD exime o pesguisador tiar e 03 membros de sua equipe da necesskdade de cbter a5 anubncias previstas e oulDs Rstumentos legals, bem como do
ConEEntimenan oo FESporEAVEd e Area, Pt o Drady, onde e resizcs 8 atvioade, ncsive do trplc gestor e e Indigena, dy unidade o= consariagiio xdus,
disirital ou municipal, ou do propristério, amendatirio, posseiro ou morador de- drea denine dos Imites de unkdade de conservaclo federal Oufo processo de reguiarzacio fundlina
EnconiTarss & Crsa.

B | Este documento somente podera ser ulizade para os fins previsios na Portara N'T48/022, no que especiica esia Autorizacio, ndo podendo sar uilizado para fins comercials,
ndustrias, 0U Esportvos. O Matenl bici 00 o EtS00 Deverd ser L e Cara Atvioades rartficns o Sastrs i AMEAD O EEIRG SUREn

0 thuiar de oeng ou autorizagio e os membs da sud equips deverdo optar por meiodos de Coleta e Insirumenios de captura direcionadas, SEMPre gue POSShe, a0 po
Emvordimicn de Ineresss, EWEINGD 3 Mot ol ARG SNTICID 3 CUITDS QUPGS; & Smpregar St de foist ou capturs gue rdo compromets 2 visbiidade de popuagles do gnpo
Eaeonamico de interesse & condiclo In sk

0 | O thuiar de auorizaclo ou de licenga permanenie, assim como os membros de sua equipe, Quando da violaglo do dsposio nesta portaria ou em legisiacio vigenie, ou quando da
nadequacio, omissio ou taiza descriglo e ImformacBes resevantes que subsidaam a expediclo do ato, pode, medants decisio motivada, tera autonzaco oullcengs

SUSRENSA DU Cassia pelo Insthuin Chico Mendes, por meio da Coomdenaglo Gesior do Sisbio, = estd sujeio &3 sangles previsias ra legisiagSo vigenie

11 | Em caso oe pesquisa em UNIDADE DE GONSERVAGRD, 0 pesquisator Stusw dests autorzacho devert contsctar a sdminsrascho da unidade 3im de CONSIRMAR AS DATAS das
expedples, as condiglies para realizaglo das coletas e de uso da Infree s da unidade.

Este documento foi expedido com base na Instrugso Nommativa n® Portaria ICMBio n® 7482022 Atavés do codigo de aufenticagdo
abaixo, qualguer cidaddo poders verficar & autenticidade ou requiaridsds deste documents, por meio da paging do SiskioiCMBio na Intemet
(www icmbio. gov. brisishio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBic

Icmid. Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autcrizagéo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: $0173-1 | Data da Emissdo: 28/08/2023 19:26:11 Data da Revalidagdo®: 28/08/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n® T48/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagio do relatdrio anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apds o aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Mome: Maisa Jampauli Bemardes | CPF: 405888 50B-74
Tituls de Projeto: Autorzagdo para coleta de material biokbgico visando pesquisa cientifica (carcagas de morcegos)
Mome da Insti‘l'..ig-ioi UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA | CMPJ: 48.031.918/0033-01

Observagies & ressalvas

12 | Caso sela ienificada a coomingia de espécie exttica dento ou ne eniome de URMIDWDE DS CONSERVACAD FEDERAL, aidm de descrever no relateno de athvidades, o pesquizador
e Mo 8 EQUIDE QESIOR 0O maor brevidads: possheel

Outras ressalvas

[ ] CENAF Afbaz-EF

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descrigdo do local Muniicipio-UF Bioma Caverna? |Tipo

1 | Municipic de Bauru/SP Bauru-SP Cermrado = Fora de UC Federal
Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Coletaltransports de amostras biclogicas in situ Fora de UC Federa

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Gtde.

1 | Coleta/transporte de amostras biclogicas in situ Chiroptera -

A quantidade previstz 50 @ sbrigatina para atividaces do tipo "Colefafransporte de espécimes a Suna siveste in sfu”. Ess3 quaniigade abrange uma porgao
temitortal minima, que pode Ser LMa Unidade e Consenvaras Federal ou um Muniipio.

A QUERTISTE SININGE. DOr S50 X oraldate X ano.

Materiais € Métodos

# |Tipo de Metodo (Grupo taxonomico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Outros mamiferos) Animal encontrado morto ou partes (carcaca)osso/pele

Destino do material bioldgico coletado

# |MNome local destino Tipo destino

1 |UNNERSIDADE ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE MESQUITA Laboratorio

Este documenio foi expedido com base na instrugso Mommative n® Fortaria ICMBio n° 7482022 Atavés do codigo de sutenticagdo

abaixo, qualguer cidad3s podera verficar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Siskio/iCMBio na Intemet

(www.icmbio.gov.brisishbin).

Codigo de autenticagio: 0901730120230828 Pagina 2/3
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Ministéric do Meio Ambients - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Icmid. Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizagéc para atividades com finalidade cientifica
Mamero: 301731 | Data da Emiss3o: 28/08/2023 19:26:11 Data da Revalidagio®: 28/08/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n® T48/2022, esta autorizagdo possui vigéneia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentagdo do relatdrio anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apds o aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Mome: Maisa Jampauli Bemardes | CPF: 405088.508-74
Titule do Projeto; Autorzagdo para coleta de material biokbgico visando pesquisa cientifica (carcagas de morzegos)
Mome da |nsli‘t‘..ig-io: UNNERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA | CMPJ: 48.031.8180033-01

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De accrde com a Instrugdc Momativa n&ordm:03/2014. a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo
contemplado na au'.orizaﬁo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campe especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meic do relatorio de atividades. O transporte do material biologico cu
do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagio. O material
bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecSo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colecies Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qide. Tipo de Amostra Gtde_ Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrupdo Nomativa n® Portaria ICMBio n° 7482022 Através do codigo de aufenticagdo
abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a awtenticidade ou regularidade deste documenio, por meio da pagina do Sishis/\CMBio na Iniemet
{www.icmbio. gov.brisisbio).

Codigo de autenticagao: 0301790120230828 Pagina 3/3
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Anexo 2. Autorizacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp — campus de Botucatu/SP

A%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA AN
e p Lt .. ™ fmvz - unesp
u n s YO DE MESAUITATILIG Fm:\lllimill_lill Madicing Vatarinaria @ Zoatecnia
Campus de Botucati
ATESTADO

Atesto que o Projeto "ANALISE DA OCORRENCIA DE MICRORGANISMOS
POTENCIALMENTE ZOONOTICOS EM QUIROPTEROS DA REGIAO DE
BAURU, ESTADO DE SAO PAULO. Protocolo CEUA 0514/2023, a ser
conduzido por Maisa Jampauli Bernardes, responsavellorientador Ligia Souza Lima
Silveira da Mota, para fins de pesquisa cientifica/ensino - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 01/01/2024 a 30/06/2025
Mome Comum/ Espécie /
. I
Linhagem
Raga
N°® de animais machos 0
N° de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 0
Peso médio de animais machos 0
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Lab. de Servigo de Diagnostico de Zoonoses
(FMVZ)

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 01/09/2023

“~JULIANY GOMES QUITZAN
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterindria & Zoatecnia
Segdo Técnica Académica
Rus Prof. Dr. Walter Mauwricio Coméa, 2h
UNESP - Campus de Botucatw'SP - Cep 15615-681
[ 14) 3BB0-2176 - patrizia@fmvz.unasp.br - wafmvz.unesp. br
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Anexo 3. Autorizacdo da Comisséo Cientifica da Secretaria Municipal de Saude de

Bauru

PREFEITURA MUNICIPAL DE BAURU

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE ' + .
Divisiio de Gestdo do Trabalho e Educagio na Savde ‘ ‘
Comissdio Cientifica da Secretaria Municipal de Satde de Bauru
Email: dgtes_saude(@bauru.sp.gov.br SECRETARIA DA
Fone: (14) 3104-1466 ou (14) 3104-1469 SAUDE DE BAURU

Bauru, 11 de outubro de 2023.

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto de Pesquisa intitulado:
“ANALISE DA OCORRENCIA DE MICRORGANISMOS
POTENCIALEMENTE ZOONOTICOS EM QUIROPTEROS DA REGIAO DE
BAURU, ESTADO DE SAO PAULO”, de autoria de Maisa Jampauli Bernardes, sob
orientagdo da Prof', Ass. Ligia Souza Lima Silveira da Mota, foi AUTORIZADO pela
Comissdio Cientifica da Secretaria Municipal de Saide de Bauru — CCSMSB, para fins
de sua pesquisa cientifica, a utilizar ¢ publicar os dados obtidos da coleta de amostras
biolégicas oriundas de morcegos enviados pelo Centro de Controle de
Zoonoses/DVA/DSC desta Secretaria ao Laboratorio de Servigo Diagnéstico de Zoonoses,
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP Botucatu, local da coleta
de amostras ¢ execugdo da pesquisa.
Ressaltamos que os resultados deste trabalho deverdo ser apresentados a
Secretaria Municipal de Sadde, através de agendamento a Divisdo de Gestio do
Trabalho e Educagfio na Satide através do fone: 3104-1466 ou 3104-1469.

Dra. Deborah Maciel fvnlcanti Rosa Giulia da Cunha Fernandes Puttomatti

Presidente da Comisséo Ci¢ntifica da Secretaria Secretéaria Municipal de Satde de Bauru
Municipal de Sadde de Bauru
Portaria GS n° 182/2017



