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Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagé@o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 48306-1 Data da Emissao: 24/04/2015 16:33 | Data para Revalidacdo*: 23/05/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André ‘CPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZAQAO MQLECULAH DE aanoneu pp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO

PARA E PARANA, BRASIL

Nome da Instituigdo : UNESP JABOTICABAL |CNPJ: 48.031.918/0012-87

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Extracdo de DNA das amostras de baco e figado de quirépteros 07/201 07/201
2 | Captura e colheita de amostras biolégicas de quirdpteros 07/201 07/201
3 [ gPCR para 0 gene nuoG para Bartonella spp. 07/20 07/201
4 | Caracterizacdo molecular por PCR convencional 01/20 07/2016
Sequenciamento 01/20 07/20
Anadlise Filogenética 08/2016 12/20
Relatério e discussao dos resultados obtidos 12/2016 02/20

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desti ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estao sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsével pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br (Servi¢os on-line -
Licenca para importacéo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e néo CITES).

O titular de licenga ou autorizag@o e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo taxondmico de ir em condic&o in situ.
O titular de autorizagao ou de Iicenga permanente, assim como 0s membms de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,
6 issdo ou falsa d ic@o de informago que subsidi dicio do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenca

suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material bioldgico coletado apreendldo nos termos da legislacao brasileira em vigor.
iSpel ogada

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislac@o que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condicbes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

As redes de neblinas deverao ser verificadas no minimo de 30 em 30 minutos.
1 | N&o esta autorizada a coleta, transporte de fémeas grévidas ou em processo de amamentagéo.

Somente esta autorizada a captura e coleta de amostras da espécie Eptesicus taddeii.

2 1 - A regularizacao fundiaria da UC € incipiente, sendo sua area ainda constituida por propriedades particulares. Orientamos o contato prévio com
|© | os proprietarios de areas de interesse para coleta, visando evitar conflitos no acesso em algumas areas.

Equipe
[#] Nome Funcdo [CPF | Doc. Identidade N: 2|

Este documento (Autorizag&o para atividades com alidad: '§¢i |
de-autenticac@o abaixo, qualquer cidadao podera vgnfic g
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). :

oI | |||
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Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 48306-1 Data da Emissao: 24/04/2015 16:33 I Data para Revalidagao*: 23/05/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniverséario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André = B ¥ = 8 = 3 ~ | CPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Ba

onella spp. EM QUIRGPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO
PARA E PARANA, BRASIL =

Nome da Instituicao : UNESP JABOTICABAL CNPJ: 48.031.918/0012-87
| 1 | Meire Christina Seki Captura de quirépteros 218.740.398-01 25188501x SSP-SP Brasileira
Captura de quirépteros,
2 | Priscila lkeda colheita e processamento das | 078.839.189-58 80538928 SSP-PR Brasileira
amostra
3 | Joio Marcelo Deliberador Miranda g;fg;:g;fe"”’ma° 98 |025.857.250-01  |61613366 SESP-PR Brasileira
|4 | Adriano de Oliveira Torres Carrasco Captura de quirépteros 020.075.229-42 2/C 3359606 SSP-SC
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# Municipio UF | Descricao do local Tipo
1 | GUARAPUAVA PR Guarapuava Fora de UC Federal
2 PR RESERVA BIOLOGICA DAS ARAUCARIAS UC Federal
Atividades X Taxons .
# Atividade Taxons

Artibeus cinereus, Glossophaga soricina, Promops nasutus, Myotis riparius, Glyphonycteris
sylvestris, Chiroderma villosum, Myotis albescens, Noctilio albiventris, Mimon bennettii,
Pygoderma bilabiatum, Lasiurus blossevillii, Eumops bonariensis, Trachops cirrhosus,
Phyllostomus discolor, Anoura geoffroyi, Eumops glaucinus, Phyllostomus hastatus, Nyctinomops
laticaudatus, Platyrrhinus lineatus, Molossops neglectus, Artibeus fimbriatus, Eumops
auripendulus, Lasiurus ega, Rhogeesa hussoni, Desmodus rotundus, Eumops perotis, Uroderma
bilobatum, Macrophylium phyllum, Myotis nigri Anoura caudifera, Tonatia bidens,
Eptesicus brasiliensis, Thyroptera tricolor, Tadarida brasiliensis, Chiroderma doriae, Histiotus
montanus, Eptesicus taddeii, Artibeus lituratus, Cynomops planirostris, Vampyressa pusilla,
Platyrrhinus recifinus, Peropteryx macrotis, Myotis ruber, Carollia perspicillata, Artibeus obscurus,
Molossops temminckii, Histiotus velatus, Cynomops abrasus, Sturnira lilium, Diphylla ecaudata,
Eptesicus furinalis, Diaemus youngi, Noctilio leporinus, Molossus molossus, Eumops hansae,
Micronycteris megalotis, Nyctinomops macrotis, Artibeus planirostris, Molossus rufus,
Chrotopterus auritus, Sturnira tildae, Eptesicus diminutus, Lasiurus cinereus, Myotis levis

1 | Captura de animais silvestres in situ

Eptesicus brasiliensis, Chiroderma doriae, Myotis levis, Macrophyllum macrophylium, Artibeus
obscurus, Sturnira lilium, Eptesicus diminutus, Rhogeesa hussoni, Histiotus montanus, Molossops
temminckii, Thyroptera tricolor, Artibeus fimbriatus, Myotis riparius, Noctilio albiventris, Tonatia
bidens, Pygoderma bilabiatum, Vampyressa pusilla, Eptesicus taddeii, Nyctinomops laticaudatus,
Eumops glaucinus, Nyctinomops macrotis, Eumops hansae, Glossophaga soricina, Diaemus

youngi, Histiotus velatus, Micronycteris lotis, Myotis nigri Molossops I
e A Cynomops planirostris, Myotis albescens, Eumops bonariensis, Anoura geoffroyi, Trachops
2. | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ cirrhosus, Lasiurus cinereus, Uroderma bi Phyll h Noctilio leporinus,

Artibeus lituratus, Platyrrhinus lineatus, Promops nasutus, Eumops perotis, Carollia perspicillata,
Artibeus planirostris, Desmodus rotundus, Myotis ruber, Molossus rufus, Sturnira tildae,
Chiroderma villosum, Cynomops abrasus, Artibeus cinereus, Eumops auripendulus, Mimon
bennettii, Phyllostomus discolor, Lasiurus ega, Platyrrhinus recifinus, Lasiurus blossevillii, Diphylla
ecaudata, Eptesicus furinalis, Peropteryx macrotis, Molossus molossus, Glyphonycteris sylvestris,
Chrotopterus auritus, Anoura caudifera, Tadarida brasiliensis

é@dqgomfﬁéée»;qa Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidad@o podera vel i icar a gglaéﬂacf. deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Mo e I | | ||

[ Pégina 2/5 ]

Xiv



XV

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 48306-1 Data da Emissao: 24/04/2015 16:33 Data para Revalidagcao*: 23/05/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Marcos Rogério André & Tl e el a CPF: 302.435.148-59
Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZACAO MQLE’CU‘LFF'I'])E:B‘aVrton’eHa?spﬁ;‘EM (;SUIROPTEHOS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO

PARA E PARANA, BRASIL
Nome da Instituico : UNESP JABOTICABAL 1 CNPJ: 48.031.918/0012-87

Phyllostomus hastatus (*Qtde: 10), Eumops perotis (*Qtde: 10), Myotis riparius (*Qtde: 10),
Eumops hansae (*Qtde: 10), Lasiurus ega (*Qtde: 10), Artibeus lituratus (*Qtde: 10), Nyctinomops
laticaudatus (*Qtde: 10), Sturnira lilium (*Qtde: 10), Molossus molossus (*Qtde: 10), Phyllostomus
discolor (*Qtde: 10), Anoura caudifera (*Qtde: 10), Lasiurus blossevillii (*Qtde: 10), Tadarida
brasiliensis (*Qtde: 10), Molossops neglectus (*Qtde: 10),Glyphonycteris sylvestris (*Qtde: 10),
Artibeus obscurus (*Qtde: 10), Mimon bennettii (*Qtde: 10), Eptesicus brasiliensis (*Qtde: 10),
Eumops bonariensis (*Qtde: 10), Artibeus cinereus (*Qtde: 10), Macrophyllum macrophyllum
(*Qtde: 10), Micronycteris megalotis (*Qtde: 10), Anoura geoffroyi (*Qtde: 10), Cynomops
planirostris (*Qtde: 10), Eumops glaucinus (*Qtde: 10), Artibeus planirostris (*Qtde: 10), Sturnira
tildae (*Qtde: 10), Desmodus rotundus (*Qtde: 10), Pygoderma bilabiatum (*Qtde: 10), Myotis

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ albescens (*Qtde: 10), Noctilio albiventris (*Qtde: 10), Noctilio leporinus (*Qtde: 10), Molossops
temminckii (*Qtde: 10), Diaemus youngi (*Qtde: 10), Trachops cirrhosus (*Qtde: 10), Chrotopterus
auritus (*Qtde: 10), Peropteryx macrotis (*Qtde: 10), Histiotus montanus (*Qtde: 10), Promops
nasutus (*Qtde: 10), Myotis nigricans (*Qtde: 10), Glossophaga soricina (*Qtde: 10), Platyrrhinus
lineatus (*Qtde: 10), Myotis levis (*Qtde: 10), Molossus rufus (*Qtde: 10), Artibeus fimbriatus
(*Qtde: 10), Eptesicus furinalis (*Qtde: 10), Tonatia bidens (*Qtde: 10), Lasiurus cinereus (*Qtde:
> 10), Eptesicus diminutus (*Qtde: 10), Rhogeesa hussoni (*Qtde: 10), Carollia perspicillata (*Qtde:
10), Nyctinomops macrotis (*Qtde: 10), Diphylla ecaudata (*Qtde: 10), Platyrrhinus recifinus
(*Qtde: 10), Histiotus velatus (“Qtde: 10), Chiroderma villosum (*Qtde: 10), Chiroderma doriae
(*Qtde: 10), Uroderma bilobatum (*Qtde: 10), Cynomops abrasus (*Qtde: 10), Thyroptera tricolor
(*Qtde: 10), Vampyressa pusilla (*Qtde: 10), Eumops auripendulus (*Qtde: 10)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[1_T Amostras biolégicas (Outros mamiferos) [ Sangue, Fragmento de tecido/érgao, Ectoparasita i

[2_] Método de captura/coleta (Outros iferos) | Rede de neblina ]
Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local i | Tipo Destino |

| 1] UNESP JABOTICABAL |

‘expedido. tt_':om_:«tiééeaﬁa Instrugdo Normativa n2 03/2014. Através do cédigo

de autenticac@o abaixo, qualquer cidadéo podera vg[iﬁééi'a éutantfcidade

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fo

reg_maﬂdaik deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). -

Caddigo de autenticacao: 83594295 M”Hlmm,l“m

[ Pégina 3/5 |




XVi

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 48306-1 ‘ Data da Emisséo: 24/04/2015 16:33 | Data para Revalidagao*: 23/05/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissé&o.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André 3 - e 4 CPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECCAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Ba&onglli»spp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO
PARA E PARANA, BRASIL

Nome da Instituicdo : UNESP JABOTICABAL | CNPJ: 48.031.918/0012-87

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizag&o ou da licenca permanente com a devida
anotagao. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagio para atividades com finalidade: cientifica)'foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticag@o abaixo, qualquer cidadao podera verificara ai;:tenﬁcfdaﬁe—_()ﬁ' regplaﬁda‘de deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). : o .

st | |||

Pagina 4/5 V=




Xvii

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informaga@o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 48306-1 I Data da Emisséo: 24/04/2015 16:33 ‘ Data para Revalidagédo*: 23/05/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André ; — 'TCPF: 302.435.148-59

Titulo do Projeto: DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Bartonella spp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NOS ESTADOS DO
PARA E PARANA, BRASIL ; ;

Nome da Instituigao : UNESP JABOTICABAL CNPJ: 48.031.918/0012-87

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n? 03/2014. Através do cdédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). ‘

i el | ||

I8 Pégina 5/5 |




XViii

OCORRENCIA E CARACTERIZA(}AO MOLECULAR DE Bartonella spp. E
Mycoplasma spp. EM QUIROPTEROS AMOSTRADOS NO BRASIL

RESUMO - Doencgas transmitidas por vetores artropodes tem se tornado cada vez
mais importantes para a salude humana e animal. Neste sentido, o papel dos
animais selvagens como reservatorios na transmissao destas enfermidades vem
sendo investigado. A ordem Chiroptera € considerada o segundo maior grupo de
mamiferos no mundo, hospedando importantes patégenos zoondticos, tais como
virus e bactérias. Bartonella spp. e Mycoplasma spp. sdo bactérias que parasitam
eritrocitos de diferentes espécies de mamiferos, incluindo humanos, podendo causar
manifestacdes clinicas diversas. O presente estudo objetivou pesquisar a ocorréncia
e analisar filogeneticamente Bartonella spp. e Mycoplasma spp. em quirGpteros
amostrados no Brasil. Para tal, foram colhidas 325 amostras de sangue e/ou tecidos
(figado, coracdo e baco) de 162 quirdpteros pertencentes a 19 espécies distribuidas
em quatro familias distintas de cinco estados: Mato Grosso, Para, Parana, Séo
Paulo e Tocantins. Destas, trés amostras mostraram-se negativas para 0 gene
endogeno de referéncia (GAPDH), sendo excluidas das analises. Portanto, do total
de 322 amostras, 17 (5,28%) mostraram-se positivas para Bartonella spp. por meio
da PCR em tempo real baseada no gene nuoG. A quantificagdo de um fragmento do
gene nuoG de Bartonella spp. por microlitro variou de 4,4 x 10° a 6,95 x103
cOpias/pL nas amostras de sangue e teciduais dos quirGpteros. Ainda, 45 amostras
(13,97%) mostraram-se positivas para hemoplasmas por meio da PCR convencional
baseada no gene 16S rRNA. Destas amostras foram obtidas sete sequéncias para
Bartonella (nuoG [n=3], gltA [n=2], rpoB [n=1], ftsZ [n=1]), e cinco sequéncias de um
fragmento do gene 16S rRNA de Mycoplasma spp. Nas analises filogenéticas, as
sequéncias de Bartonella spp. posicionaram-se proximamente a genétipos de
Bartonella spp. detectados em quirOpteros amostrados em paises da América
Latina. Todas as cinco sequéncias de hemoplasmas formaram um grupo
monofilético, tanto pela andlise de Maxima Verossimilhangca quanto pela Inferéncia
Bayesiana, mostrando-se filogeneticamente relacionadas a Mycoplasma coccoides.
As amostras positivas para Bartonella spp. foram provenientes das espécies
Phyllostomus hastatus, Carollia perspicillata, Sturnira lilium, Glossophaga soricina e
Natalus espiritosantensis. Trata-se da primeira descricdo de Bartonella spp. na
Gltima espécie de quirdptero elencada. Os quirGpteros positivos para hemoplasmas
pertenciam as espécies Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops auripendulus,
Glossophaga soricina, Molossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans e
Sturnira lilium, sendo a primeira evidéncia da circulacdo deste patégeno nestas
espécies. Os genotipos de Bartonella spp. obtidos mostraram-se filogeneticamente
préximos a gendtipos detectados em quirépteros amostrados em outras regides do
mundo. Ainda, evidenciou-se a presenca de gendtipos filogeneticamente dispares
entre si em diferentes regides do Brasil. J& os genotipos de Mycoplasma spp.
obtidos mostraram-se préximos entre si como um grupo monofilético, mas distantes
dos previamente detectados em quirOpteros dos Estados Unidos da América e
Espanha. Portanto, o presente trabalho evidenciou, pela primeira vez, a circulagéao
de Bartonella spp. e hemoplasmas entre quirépteros amostrados no Brasil e
identificou novas espécies de quirépteros como hospedeiros das bactérias
estudadas.
Palavras-chave: Analise filogenética, Bartonella, Mycoplasma, Quirépteros
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OCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Bartonella spp. AND
Mycoplasma spp. IN BATS SAMPLED IN BRAZIL

ABSTRACT - Vector-borne diseases have become increasingly important to
human and animal health. The role of wild animals as reservoirs in the transmission
of these diseases has been investigated. The Chiroptera Order is considered the
second largest group of mammals in the world, hosting important zoonotic virus and
bacteria. Bartonella spp. and Mycoplasma spp. are bacteria that parasites different
mammals species' erythrocytes, including humans, causing different clinic
manifestations. The present work aimed at investigating the occurrence and
assessing the phylogenetic positioning of Bartonella spp. and Mycoplasma spp. in
bats sampled in Brazil. A total of 325 blood and/or tissue (liver, spleen and heart)
samples were collected from 162 bats belonging to 19 species distributed in four
different families from five states: Mato Grosso, Pard, Parana, Sdo Paulo and
Tocantins. Three samples showed negative results in the conventional PCR based
on GAPDH gene and excluded from analysis. Seventeen (5,28%) out of 322 bats'
samples were positive to qPCR for Bartonella spp. based on nuoG gene. The
quantification of a Bartonella spp. nuoG gene fragment per microlitro in bats” blood
and tissues ranged from 4,4 x 10° a 6,95 x103 copies/yL. On the other hand, 45
(13,97%) samples were positive to cPCR assays for hemoplasmas based on 16S
rRNA gene. Seven sequences were obtained for Bartonella spp. (nuoG [n=3], gltA
[n=2], rpoB [n=1], ftsZ [n=1]), and five 16S rRNA sequences were obtained for
Mycoplasma spp. In the phylogenetic analysis, the found Bartonella spp. sequences
clustered with Bartonella spp. genotypes previously detected in bats sampled in Latin
America countries. All five hemoplasmas sequences clustered together as a
monophyletic group and closely related to Mycoplasma coccoides, by Maximum
Likelihood and Bayesian Inference analyses. The biological samples positive for
Bartonella spp. were collected from Phyllostomus hastatus, Carollia perspicillata,
Sturnira lilium, Glossophaga soricina and Natalus espiritosantensis bats species.
This is the first report of occurrence of Bartonella spp. in Natalus espiritosantensis.
The positive biological samples for hemoplasmas were collected from animals
belonging to the species Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops auripendulus,
Glossophaga soricina, Molossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans and
Sturnira lilium, which represented the first evidence of the circulation of this pathogen
in these species. The Bartonella spp. genotypes showed a phylogenetic relation with
genotypes detected in bats sampled in other regions in the world; additionally,
genotypes detected in bats from different regions of Brazil were phylogenetic distant
from each other. However, Mycoplasma spp. genotypes obtained from bats’
biological samples from Brazil showed a closely relation among each other,
comprising a monophyletic group, but distant from genotypes obtained in bats from
the United States of America and Spain. Therefore, this is the first record of
circulation of Bartonella spp. and Mycoplasma spp. among bats from Brazil,
describing new species of bats as hosts of the studied bacteria.

Keywords: Phylogenetic analysis, Bartonella, hemotropic micoplasmas, Chiroptera.
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sitios invariaveis e distribuicdo gamma. A sequéncia do presente
estudo estd destacada em vermelho. Sequéncias em azul foram
obtidas a partir de amostras provenientes de roedores pelo mesmo
grupo de pesquisa. Foi utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos
valores acima de 50% estdo mostrados em cada clado. Brucella
abortus e Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos
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Figura 21. Analise filogenética de um fragmento de 790pb do gene
ftsZ para Bartonella spp. utilizando o método de inferéncia bayesiana
(BI) com modelo evolutivo de transicdo (TIM1) com sitios invariaveis e
distribuicdo gamma . A sequéncia do presente estudo esta destacada
em vermelho. Sequéncias em azul foram obtidas a partir de amostras
provenientes de roedores pelo mesmo grupo de pesquisa. Foi
utilizada simulacéo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) com
10° geragdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores
acima de 50% estdo demonstrados em cada clado. Brucella abortus e
Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos externos.............

Figura 22. Andlise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de maxima
verossimilhanca com modelo evolutivo tempo reversivel generalizado
(GTR) com sitios invariaveis e distribuicdo gamma As sequéncias do
presente estudo estdo destacadas em vermelho formando um grupo
monofilético. Foi utilizado bootstrap de 1000 replicatas, cujos valores
acima de 50% estdo mostrados em cada clado. Mycoplasma
pneumoniae foi utilizado como grupo externO..........cccceeeeeeeeeveeeveeieiiinnns

Figura 23. Andlise filogenética de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para Mycoplasma spp. utilizando o método de inferéncia
bayesiana (Bl) com modelo evolutivo de transicao (TIM1) com sitios
invariaveis e distribuicdo gamma de um fragmento de 1770pb do gene
16SrRNA para hemoplasmas. As sequéncias do presente estudo
estdo destacadas em vermelho formando um grupo monofilético. Foi
utilizada simulacéo de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) com
10°¢ geragdes para definicdo da probabilidade posterior, cujos valores
acima de 50% estdo demonstrados em cada clado. Mycoplasma
pneumoniae foi utilizado como grupo extern0..........ccccceeeeeeeeeeieeeeiennnnnnns
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1. INTRODUCAO

No inicio do século 21, indicou-se a necessidade de colaboracao
interdisciplinar para prevenir e controlar zoonoses. Foi criado, portanto, o termo “One
Health”, o qual compreende a saude humana, animal e ambiental, levando em
consideragcdo aspectos de segurangca alimentar, resisténcia antimicrobiana,
mudancas climaticas e ligacdo humano-animal com a finalidade de identificacéo,
controle e prevencao de enfermidades (GIBBS, 2014).

Estima-se que 75% das doencas emergentes sejam compostas por zoonoses,
cuja maioria € originada de animais selvagens (TAYLOR et al., 2001; JONES et al.,
2008). Jones et al. (2008) indicam que, dentre as doencas emergentes, aquelas
veiculadas por vetores artrépodes compreendem cerca de 22,8%. Na ultima década,
a riqueza de espécies hospedeiras da fauna selvagem se tornou um preditor
importante para a ocorréncia de doengas emergentes zoonéticas com origem na
vida selvagem, sem levar em consideracdo o crescimento populacional, latitude ou
interferéncias climéaticas (JONES et al., 2008). Neste contexto, animais selvagens
podem atuar como importantes fontes de infeccdo para animais domésticos e
humanos (HARRUS e BANETH, 2005) e o monitoramento da presenca de
patbgenos naqueles se torna um importante método preventivo de infeccbes
zoonodticas (GALAN et al., 2016).

Aproximadamente 20% dos mamiferos conhecidos sao constituidos por
individuos da Ordem Chiroptera, a qual compreende o segundo maior grupo de
mamiferos no mundo, com mais de 1200 espécies distribuidos em todos os
continentes, exceto Antartida (SCHIPPER et al., 2008). Estes animais podem atuar
como reservatorios, hospedeiros e fontes de infeccdo para diversos agentes com
potencial zoondtico, tais como lyssavirus, hantavirus, Leptospira spp., Pasteurella
spp., entre outros (MUHLDORFER, 2013). Tal fato se deve a alta mobilidade, ampla
distribuicdo, comportamento social e longevidade deste grupo de mamiferos (BAI et
al., 2011).

Com o avanco da biologia molecular nos ultimos anos, a deteccdo e

caracterizacdo de novos microorganismos vém sendo empregadas a fim de se obter



maior conhecimento sobre a circulagdo de possiveis patdogenos em animais
selvagens (HARRUS e BANETH, 2005).

Embora Bartonella spp. e Mycoplasma spp. ja tenham sido descritos em
quiropteros de diversos paises, os relatos no Brasil sdo inexistentes até o presente
momento. Ha grande riqueza de espécies pertencentes a esta ordem de mamiferos
ocorre no Brasil, com aproximadamente 167 espécies abrangendo todo o territdrio
nacional em areas urbanas e em regides da AmazoOnia, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal, no arido nordeste e pampas gauchos (REIS et al., 2007). Levando em
consideracdo que diversas espécies de quirOpteros estdo presentes em areas
urbanas e que o turismo ecolégico vem crescendo cada vez mais, é importante
ressaltar a importancia de estudos epidemioldgicos para prevencdo de possiveis
doencas emergentes. Portanto, o presente estudo objetivou investigar a ocorréncia

de Bartonella spp. e Mycoplasma spp. em quirépteros amostrados em cinco estados
do Brasil.
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7. CONCLUSOES

R/
L X4

R/
L X4

Bartonella spp. e hemoplasmas circulam em quirépteros no Brasil;
Detectou-se molecularmente pela primeira vez a infeccdo por
Bartonella spp. em quirbptero da espécie Natalus
espiritosantensis e por hemoplasmas em oito espécies de
quiropteros (Artibeus planirostris, Eptesicus sp., Eumops
auripendulus, Glossophaga soricina, Molossus molossus,
Molossus rufus, Myotis nigricans e Sturnira lilium);

Os genotipos de Bartonella spp. detectados em morcegos
amostrados no presente estudo mostraram-se filogeneticamente
associados a genotipos de Bartonella spp. previamente
detectados em outros quirdpteros em outras regiées do mundo;
Diferentes gendtipos de Bartonella spp. ocorrem em quirdpteros
de diferentes regides do Brasil,

Os gendtipos de hemoplasmas detectados em quirdpteros
formaram um grupo monofilético e distintos daqueles previamente
descritos em morcegos amostrados nos Estados Unidos e

Espanha.
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