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RESUMO

Os morcegos podem abrigar uma grande variedade de microrganismos, incluindo virus,
bactérias, fungos e protozoarios, e diversos fatores contribuem para que eles sejam
portadores e disseminadores de patdgenos potencialmente zoonoticos, como a
capacidade de fazer longos voos, facilidade para se adaptar aos mais diversos
ambientes, contato préximo com humanos e animais domeésticos em areas urbanas,
longevidade e suscetibilidade reduzida a varios patégenos humanos e animais,
permanecendo assintomatico na maior parte do tempo. Neste estudo foi realizada uma
investigacdo molecular de alguns patdégenos zoonéticos transmitidos por morcegos,
sendo eles os géneros: Bartonella spp., Mycoplasma spp., Trypanosoma spp. e
Histoplasma capsulatum. Foram capturados morcegos de diferentes espécies em 5
municipios das regides do Mato Grosso (Cuiaba, Santo Antdnio do Leverger, Nobres,
Poconé e Bardo de Melgaco), e as amostras obtidas destes animais submetidas a uma
gPCR. Os resultados das analises moleculares demostraram amostras positivas para o
género Mycoplasma spp. em morcegos das espécies Glossophaga soricina, Molossus
sp., Desmodus rotundus. O Estado de Mato Grosso possui uma grande diversidade de
espécies de morcegos e este estudo demonstrou a presenca de um patdégeno zoonético
nos exemplares amostrados, portanto, € fundamental elucidar a distribuicdo desses
hospedeiros nesta regido para facilitar a implementacédo da vigilancia eficaz contra os

patdgenos abordados neste estudo.

Palavras-chave: Morcegos, Zoonoses, gPCR, Patégenos.



ABSTRACT

Bats can harbor a wide variety of microorganisms, including viruses, bacteria, fungi and
protozoa, and several factors contribute to their being carriers and disseminators of
potentially zoonotic pathogens, such as the ability to make long flights, ease in adapting
to the most diverse environments, close contact with humans and domestic animals in
urban areas, longevity and reduced susceptibility to various human and animal
pathogens, remaining asymptomatic most of the time. In this study, an molecular
investigation was carried out on some zoonotic pathogens transmitted by bats, namely:
Bartonella spp., Mycoplasma spp., Trypanosoma spp. and Histoplasma capsulatum.
Bats of different species were captured in 5 municipalities in different regions of Mato
Grosso (Cuiaba, Santo Antonio do Leverger, Nobres, Poconé and Bardo de Melgaco),
and the samples obtained from these animals were subjected to a gPCR. The results
of these molecular analyzes demonstrated positive samples for the genus Mycoplasma
spp. in bats of the species Glossophaga soricina, Molossus sp., Desmodus rotundus.
The State of Mato Grosso has a great diversity of bat species, and this study
demonstrated the presence of a zoonotic pathogen in the specimens sampled.
Therefore, it is essential to elucidate the distribution of these hosts in this region to
facilitate the implementation of effective surveillance against the pathogens in the study

adressed.

Keywords: Bats, Zoonoses, gPCR, Pathogens.
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1. INTRODUCAO

Os morcegos sdo os mamiferos com o grupo taxonémico mais rico em espécies
nos trépicos (PATTERSON et al., 2001). Esta diversidade € acompanhada pela sua
ampla distribuicdo geogréfica, que exclui apenas as regides polares ou com climas
desérticos extremos e algumas ilhas nos oceanos (IRVING et al., 2021). Ha fatores
ambientais que limitam a ocorréncia e abundancia de algumas espécies, incluindo
heterogeneidade do habitat, sazonalidade e estado de conservagdo (ALHO et al.,
2011). Os morcegos abrigam uma diversidade de patégenos, que incluem virus,
bactérias, protozoarios e fungos, eles também possuem resisténcia a uma gama de
infeccbes (IRVING et al., 2021).

Entre as bactérias abrigadas por morcegos, 0s géneros Bartonella e
Mycoplasma (grupo dos micoplasmas hemotropicos) tém se destacando devido a
importancia de serem as bactérias zoono6ticas mais relatadas no Brasil na ultima
década, sendo que esse primeiro tem relevancia na saude publica principalmente
por sua resisténcia antimicrobiana (CASTELO-BRANCO et al., 2023).

Alguns protozoéarios e fungos parecem ter coevoluido com os morcegos, pois
esses animais contribuem para a manutencdo desses patdogenos no ambiente.
Destaca-se neste sentido o fungo Histoplasma capsulatum, causador da
Histoplasmose e Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas, ambos
endémicos no Brasil (CASTELO-BRANCO et al., 2023; DIAS et al.,, 2011;
HAMILTON et al., 2012).

Morcegos séo considerados os mamiferos silvestres carreadores e vetores
primarios do H. capsulatum (DIAS et al., 2011), servindo de hospedeiros naturais
para este patégeno, participando ativamente na epidemiologia da Histoplasmose,
pois se mantem infectados e excretando fungos viaveis nas suas fezes por longos
periodos (VELOSO et al., 2014). Portanto, eles sdo importantes contribuintes na
propagacéo do H. capsulatum (ALLTON et al., 2010; WANK & LAZERA, 2004).

J4 entre os protozoarios 0s morcegos sdo importantes reservatérios de
Trypanosoma spp., pois eles hospedam os agentes generalistas e os restritos a seu
género; e dada a relevancia da doenca de Chagas, € importante avaliar o risco
representado pelos morcegos como reservatorios e transmissores desses
patogenos (BERGNER et al., 2021).
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Estudos no Brasil relatam cada vez mais a presenca de morcegos em areas
urbanas areas, pracas e parques das grandes cidades, principalmente devido a
migracédo de estes animais dos seus habitats naturais, que estao frequentemente
sob perturbagbes antropicas. Contudo, ainda existem poucos estudos sobre a
microbiota dos morcegos e seu papel no ciclo epidemiolégico da patdégenos
zoonoticos (CASTELO-BRANCO et al., 2023).

Os estudos envolvendo epidemiologia molecular sdo essenciais para

esclarecer a origem e o fluxo de transmisséo de patdégenos em ciclo

S naturais, o que € util para o desenvolvimento de medidas eficazes de
vigilancia e controle no dmbito relacionados a zoonoses e na clinica veterinaria,
podendo assim realizar um monitoramento nas regides e populagdes expostas
(MENOZZI et al., 2020).

Desse modo, esse estudo, cujo objetivo principal foi realizar a investigacéo
epidemioldgica de agentes zoondticos em morcegos que habitam diferentes regides
do Mato Grosso para conhecer quais microrganismos estdo circulando nesses
animais, a fim de evitar possiveis surtos de doencas transmitidas pelos patégenos
abordados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Bartonella

As espécies do género Bartonella sdo bactérias gram-negativas intracelulares
que pertencentem a ordem Rhizobiales e a familia Bartonellaceae, sendo capaz de
infectar os eritrocitos e as células endoteliais de mamiferos (IKEDA et al., 2017).

Das mais de 40 espécies e subespécies descritas de Bartonella spp. encontradas
em todo o mundo, pelo menos 13 sé@o confirmadas ou suspeitas de serem zoonoticas
(OKARO et al. 2017), enquanto o significado médico ou veterinario de outras ainda nao
foi determinado (BILLETER, 2022). E estimado que esse género comecou a infectar
mamiferos ha 62 milhdes de anos, perto do periodo Cretaceo-Paledgeno. A radiacdo de
determinados clados correlaciona-se fortemente com o0 momento da diversificacdo dos
hospedeiros mamiferos, sendo relatado que os morcegos séo os hospedeiros ancestrais
de todas as espécies associadas aos mamiferos e parecem ser responsaveis pela
expansao geogréfica inicial do género (MCKEE et al., 2021).

Espécies de Bartonella spp. podem ser transmitidas por vetores artropodes,

arranhadura ou contato direto com sangue ou fluidos corporais de animais (FONTALVO
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et al., 2017). A transmissdo para os vertebrados por artropodes ocorre através da
inoculagcdo de material fecal infeccioso deles no local da picada ou ferida na pele
(CHESLOCK & EMBERS, 2019), embora a transmissao direta via secre¢des salivares
durante alimentacdo sanguinea foi sugerida por Wechtaisong et al (2020).

Embora o 4cido nucleico desse agente tenha sido detectado em uma variedade
de artropodes hematédfagos, apenas quatro foram confirmados como competentes
vetores de espécies zoonoticas, sdo elas: a pulga de roedor Ctenophtalmus nobilis para
Bartonella Grahamii, a pulga do gato Ctenocephalides felis para Bartonella henselae, o
piolho do corpo humano Pediculus humanus humanus para Bartonella quintana e o
flebotomineo Lutzomyia verracarum para Bartonella bacilliformis (BILLETER, 2022).

B. bacilliformis, B. quintana e B. henselae sdo trés espécies principais que
desencadeiam doencas em humanos, sendo elas a doenca de Carrion, febre das
trincheiras e doenca da arranhadura do gato, respectivamente. Os sintomas e
sindromes das bartoneloses séo diversas, variando desde angiomatose bacilar, bacilar
peliose hepética, bacteremia crénica assintomatica, endocardite e distarbios
neuroldgicos (JIN et al., 2023). Além disso, as espécies B. henselae e Bartonella
clarridgeiae ja foram detectadas em amostras de sangue de doadores humanos em um
banco de sangue (PITASSI et al.,, 2015), indicando sua presenca em individuos
humanos assintomaticos (JIN et al., 2023).

2.2 GENERO Mycoplasma

Mycoplasmas hemotrépicos, também conhecidos como hemoplasmas, séo
bactérias gram-negativas pertencentes a ordem Mycoplasmatales, familia
Mycoplasmataceae, género Mycoplasma (IKEDA et al.,, 2017). Sabe-se que esses
patdbgenos causam manifestacdes que vao desde assintomaticas a doencas crénicas,
bem como anemia hemolitica grave devido a capacidade de adeséo a superficie dos
eritrocitos, causando indentacéo ou deformacdo da membrana da célula-alvo (MILLAN
et al., 2021), sendo que a gravidade da doenca depende do gendtipo ou da espécie

envolvidos (IKEDA et al., 2022).

No Brasil, as infec¢des por hemoplasma foram relatadas em animais selvagens
como canideos, felinos e primatas ndo humanos (ANDRE et al., 2011; BONATO et al.,
2015). Esses microorganismos também foram relatados no Brasil em morcegos
hematofagos como o Desmosdus rotundus e morcegos ndo hematofagos, como
Molossus molossus, Sturnira lilium e Eptesicus spp. coletados no Estado de Parana,
Artibeus planirostris, M. molossus, Eumops auripendulus, e Myaotis nigricans no Estado
do Pard, Glossophaga soricina no Estado do Tocantins e Molossus rufus no estado de
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Mato Grosso (CORREIA DOS SANTOS et al., 2020).

Artropodes hematéfagos como pulgas e carrapatos foram propostos como vetores
naturais desse género, porém, o0s hospedeiros vertebrados também podem ser
infectados de diversas formas, incluindo inoculacdo subcutanea, intravenosa,
intraperitoneal e oral de sangue contaminado (CORREIA DOS SANTOS et al., 2020).
Andlises metagendmicas também tém demonstrado a presenca de hemoplasmas na
saliva de morcegos hematofagos, sugerindo a possibilidade de transmisséo direta pela
mordida desses animais (VOLOKHOV et al., 2017).

2.3 Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum € um fungo dimdrfico que no ambiente se encontra na
fase miceliana, sendo saprofitico nesta fase e de forma filamentosa. Ja a forma
infectante, que é quando adentra o hospedeiro, € cultivada entre 35 e 37°C, nesta
temperatura tendo forma leveduriforme. Ele é encontrado em solos acidos e umidos,
ricos em compostos nitrogenados e também crescem em solos enriquecidos com
excrementos de morcegos e aves, podendo persistir no ambiente por longos periodos
de tempo uma vez que o local foi infectado. O H. capsulatum infectam os seres humanos
quando ocorre perturbacdo do solo infectado, através de constru¢des, demolicoes,
exploracdo de caverna e até mesmo ecoturismo (COTTLE et al., 2013; GUNDACKER
et al., 2017; KAUFFMAN, 2007).

E normalmente uma infec¢do assintoméatica em humanos, porém, surtos de
infeccdo aguda com sintomas intensos no sistema respiratorio ja foram relatados,
principalmente em pessoas imunossuprimidas, com uma sintomatologia incluindo febre,
calafrios, cefaléia, mialgias, hiporexia, tosse, dispnéia e dor toracica (WHEAT et al.,
2016). Em cées e gatos a infeccdo pode ser similar com a infeccdo em humanos
(BROMEL & SYKES, 2005).

Os morcegos sao considerados os mamiferos silvestres carreadores e vetores
primarios desse fungo (DIAS et al., 2011), servindo de hospedeiros naturais para este
patégeno. Eles o adquirem através da inalacdo de esporos e podem desenvolver a
doenca sistémica, eliminando assim os esporos deste agente em suas fezes ricas em
nitrogénio, que fornecem uma abundancia de nutrientes para o crescimento do
Histoplasma (DOS SANTOS et al., 2018). Além disso, é importante considerar que a
propria movimentacdo do solo causada pelo bater das asas dos morcegos ao algcarem
v0Oo, deixam 0S esporos em SuUSpensdao no ar e proporcionam o transporte dos

microconidios para locais distantes ou acabam por infectar individuos que estejam no
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local ou proximo a ele.

Eles também atuam como participantes ativos na epidemiologia da doenca, pois
se mantem infectados e excretando fungos vidveis nas suas fezes por longos periodos
de tempo, principalmente as fémeas, pois estas permanecem em seus abrigos por um
periodo maior devida a necessidade de cuidar da prole (VELOSO et al., 2014). Portanto
0S morcegos séo importantes contribuintes na propagac¢éo do H. capsulatum (ALLTON
et al., 2010; WANK & LAZERA, 2004).

2.4 GENERO Trypanosoma

A familia Trypanosomatidae € um grupo composto por protozoarios flagelados
que infectam invertebrados, vertebrados e plantas hospedeiras, sendo assim
denominados de heteroxenos. Na ordem Chiroptera, foram descritas mais de 30
espécies pertencentes aos subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum, Megatrypanum
e Trypanozoon (HOARE, 1972). O género Trypanosoma compreende espécies que
infectam vertebrados e, dentre as 125 espécies encontradas em mamiferos, 10% séo
consideradas patogénicas para humanos e/ou outros mamiferos. A espécie
Trypanosoma cruzi é a unica do subgénero Schizotrypanum inespecifica para morcegos
hospedeiros, diferindo assim de Trypanosoma dionisii e Trypanosoma cruzi marinkellei,
que infectam apenas morcegos (MOLYNEUX, 1991).

Estudos realizados no Brasil encontraram T. cruzi, T. c. marinkellei e T. dionisii
por meio de avaliacdes de hemocultura. Ja a espécie Trypanosoma dionisii foi detectada
em 4 familias de morcegos em todos os biomas analisados do Norte ao Sul do Brasil,
enquanto que T. c. marinkellei s6 foi encontrado em uma familia de morcegos nas areas
Norte e Centro-Oeste, e T. cruzi em duas familias de morcegos nos biomas Amazonia,
Pantanal e Mata Atlantica. Adicionalmente, uma nova linhagem Trypanosoma rangeli foi
descrita em morcegos do Pantanal (MARCILI et al., 2013).

O ciclo de transmissao deste género é apenas conhecido por uma minoria de
espécies, como Trypanosoma brucei (Doenca do sono em humanos), Trypanosoma
evansi (Mal das cadeiras em animais) e Trypanosoma cruzi (Doenca de Chagas em
humanos) (DARIO et al., 2022).

Esses tripanossomas patogénicos habitam principalmente o sangue e a linfa do
hospedeiro, mas ocorrem as vezes no liquido cefalorraquidiano e outros tecidos do
hospedeiro. Os tripanossomas sao transmitidos principalmente por insetos, mas meios
alternativos de transmissao incluem mamiferos como vetores (por exemplo, morcegos
hematofagos para T. evansi e marsupiais para T. cruzi) e vias transcutaneas e

transmembranares, como peroral, venérea, transplacentarias, iatrogénicas, aléem da
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transmissao horizontal e vertical ocasional (DESQUESNES et al., 2022).

Estudos moleculares e filogenéticos realizados até o0 momento mostraram que a
grande maioria dos tripanossomatideos de morcegos descritos pertencem ao altamente
diverso clado T. cruzi. E importante ressaltar que esses estudos coletivamente geraram
evidéncias convincentes de que 0os morcegos desempenharam um papel na evolucao
do zoondtico T. cruzi e sua dispersdo para uma variedade de hospedeiros mamiferos
terrestres, incluindo humanos (ALVES et al., 2021; AUSTEN & BARBOSA, 2021,
HAMILTON et al., 2012).

2.5 IMPORTANCIA DOS MORCEGOS COMO RESERVATORIOS

Os morcegos s&o um grupo de interesse especial, pois, em primeiro lugar,
eles pertencerem a ordem Chiroptera, segunda ordem mais abundante de
mamiferos do mundo, contendo 181 espécies, 68 géneros e 9 familias no territrio
brasileiro, cerca de 15% da diversidade mundial de morcegos (GARBINO et al.,
2020). No estado do Mato Grosso ha registro de cerca de 99 espécies de morcegos
(BRANDAO et al., 2019).

Em segundo lugar, eles também s&do capazes de abrigar uma grande
variedade de microrganismos, incluindo virus, bactérias, fungos e protozoarios,
devido ao seu longo tempo de evolucdo que levou a processos intracelulares se
adaptarem e permitirem a ocorréncia de alguns tipos de infeccbes, eles possuem
um repertorio diversificado de anticorpos com avidez relativamente menor, além de
uma associacdo mais fraca com antigenos, exibindo um pico retardado ou
diferencial de resposta primaria de anticorpos, fazendo com que esses animais
tenham resisténcia principalmente em infeccdes virais (CASTELO-BRANCO et al.,
2023; IKEDA et al., 2022; IRVING et al., 2021; NABI et al., 2021).

Esses mamiferos, apesar de ndo terem um papel na transmisséo direta de
patdgenos zoonadticos, podem participar do ciclo epidemiolégico deles, contribuindo
para sua manutencéao e dispersdo ambiental, uma vez que as espécies insetivoras
e frugivoras atuam significativamente na fertilizacdo, polinizacdo, dispersao de
sementes e no controle de popula¢des de insetos (IRVING et al., 2021). Além disso,
0S morcegos também possuem a capacidade de migrar por longas distancias e tém
a tendéncia de se agregar em col6nias, facilitando tanto a transmissao
intraespecifica quanto interespecifica de microbios (ALLOCATI et al., 2016;
CASTELO-BRANCO et al., 2023; HAYMAN et al. 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Considerando a ampla distribuicdo de morcegos no Estado do Mato Grosso
e a importancia deles na epidemiologia de diversas doencas, este estudo teve por
objetivo investigar a infeccdo por Bartonella spp., Mycoplasma spp., Trypanossoma

spp. e por H. capsulatum em morcegos de diferentes municipios da regiao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a ocorréncia desses agentes entre espécies de morcegos bem como

nas areas amostradas.

e l|dentificar as espécies dos patdbgenos em que as analises moleculares

detectarem apenas 0s géneros.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREAS DE ESTUDO
Durante o periodo de fevereiro a agosto de 2021, 6rgaos de 157 morcegos
foram coletados em 33 locais distribuidos entre os municipios de Cuiaba, Santo
Antdnio do Leverger, Nobres, Poconé e Bardo de Melgaco, Estado de Mato Grosso
(Figura 1). Essas localidades foram selecionadas por representarem diferentes
ambientes, bom estado de preservacdo, conhecimento da fauna presente, além de

proximidade de centros urbanos.
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Estado de Mato Grosso

LEGENDA:

Municipos: 1. Nobres; 2. Cuiabg; 3. Santo Antdnio de
Leverger; 4. Bardo de Melgaco; 5. Poconé

' Locais das capturas dos morcegos
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Figura 1: Distribuicdo dos locais de captura dos morcegos.

4.2 AMOSTRAGEM E CAPTURAS DOS MORCEGOS

As coletas dos morcegos consistiram em busca ativa com o auxilio de um puca

e rede de neblina, durante os periodos de seca e chuva, com campanhas de 5 dias e

com 4 pessoas em campo. As redes de neblina foram armadas no final da tarde e

vistoriadas em intervalos de 15 minutos. Os animais capturados foram acondicionados

em sacos de pano, medidos, pesados e tiveram seu sexo determinado.

Na Figura 2 é possivel observar um espécime de morcego no momento da coleta

com um puga.
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Figura 2: Morcego sendo retirado de um puca.

Figura 3 apresenta morcegos capturados pela rede de neblina, e a Figura 4

Ja a

ja demonstra a retirada do morcego de dentro da armadilha (puca).

Figura 3: Morcegos capturados pela rede de neblina.
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Figura 4: Morcego sendo retirado de dentro do puga.

4.3 IDENTIFICAC;AO DOS MORCEGOS E EUTANASIA
Os procedimentos de manipulacdo de animais seguiram as Diretrizes da
Sociedade Americana de Mamologistas para 0 uso de mamiferos silvestres em
pesquisa (SIKES, 2016) e a identificagdo taxondmica dos exemplares foram

realizadas conforme Diaz et al. (2021).

Apés a identificacdo foi realizada a eutanasia dos morcegos coletados
seguindo as diretrizes do Conselho Regional de Medicina Veterinaria de Mato Grosso
(Guia Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia em Animais, 2013).

Desse modo, os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de
solucéo de cloridrato de cetamina/xilazina. Todos os espécimes de mamiferos foram
subsequentemente eutanasiados aumentando as doses de anestésico.
Posteriormente, fragmentos de pulméao, coracdo, rim, figado, baco, estdtmago e
intestino, também sendo coletado swab oral (Figura 5), retal e sangue total (Figura
6).



Figura 6: Coleta de sangue de um exemplar de morcego.

Essas amostras foram armazenadas em criotubos, sendo que os swabs (oral
e retal) e sangue total eram adicionados meio de transporte, as amostras eram
colocadas em nitrogénio liquido e transportadas ao laboratorio de Virologia e
Rickettsioses da Universidade Federal do Mato Grosso, onde foram armazenadas a
— 80 °C até o processamento.

Todos 0s animais capturados passaram por um processo de taxidermia e
foram depositados na Colecado de Mastozoologia da Universidade Federal de Mato
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Grosso (UFMT) Cuiaba, MatoGrosso, Brasil, na curadoria do Professor Dr. Rogério

Rossi.

4.4 ANALISES MOLECULARES

A extracdo do acido nucleico foi realizada com um fragmento de 20 mg do
pulmao, utilizando o kit de purificacdo MagMAX™ CORE (Applied Biosystems™, South
San Francisco, CA, USA) seguindo as orientacdes do fabricante. A Reacdo em Cadeia
pela Polimerase em Tempo Real (QPCR) dos agentes Bartonella spp., Trypanosoma
spp. e H. capsulatum e foram feitas com os reagentes TagMan (TagMan® Gene
Expression Assay, Applied BiosystemsTM, South San Francisco, CA, USA) seguindo as
orientacdes do fabricante. Ja para Mycoplasma spp. foi utilizado um ensaio com 0s
reagentes SYBER (PowerTrack® SYBR Green Master Mix, Applied BiosystemsTM,
South San Francisco, CA, USA) conforme as orientacdes do fabricante. As reacdes de
gPCR sendo feitas utilizando os protocolos conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Genes, primers, sondas e referéncias dos agentes Bartonella spp., Mycoplasma spp., H.
capsulatum e Trypanosoma spp.

gPCR Gene Primers/Sonda Referéncia
F-Bart (5-CAATCTTCTTTTGCTTCACC-3’)
Bartonella spp 285 R- Bart (5'- TCAGGGCTTTATGTGAATAC-3") André et al.
' (5-FAM-TTYGTCATTTGAACACG-BHQ1-3) (2016)

F (5-AGCAATRCCATGTGAACGATGAA-3’)

16S-23S , , Justice-Allen et
Mycoplasma spp. RNA R (5-TGGCACATAGTTTGCTGTCACTT-3’) al. (2011)
F (5-CGTACGACATCATATTAAAAATGA-3)
H. capsulatum mtSSU R (5-CTTTCTTTAAGGTAGCCAAAAT-3) Alanio et al.
- cap (5-FAM- TGTAGTGGTGTACAGGTGAGT-BHQ1-3) (2021)
F (5-CAACGTGTCGCGATGGATGA-3’)
TrVDanosoma s 58S RNA R (5-ATTCTGCAATTGATACCACTTATC-3’) Medkour et al.
yp P> (5-FAM-GTTGAAGAACGCAGCAAAGGCGAT-3) (2020)

A PCR convencional foi usada nas amostras positivas para Mycoplasma spp., com
primers género-especificos direcionados a uma porcao (900 pb) do 16S gene rRNA de
Mycoplasma spp. hemotropico. Os que amplificaram nessa reagdo também foram
posteriormente submetidos a um ensaio de PCR género-especifico visando um
fragmento (800 pb) do gene 23S rRNA de hemoplasmas, protocolos conforme Oliveira
et al. (2021).
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4.5 ANALISES FILOGENETICAS

Os produtos de PCR das amostras positivas para Mycoplasma foram aplicados
em géis de agarose a 1% corados com GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium,
Fremont, CA) e visualizados em um sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA).
Os amplicons de tamanho esperado foram purificados usando o kit Illlustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Chicago, IL) e preparados para
sequenciamento com o kit BigDye™ (Applied Biosystems, Foster, CA). Um analisador
genético ABI-PRISM 3500 (Applied Biosystems, Foster, CA) foi empregado para
procedimentos de sequenciamento com 0s mesmos primers usados para PCR
convencional.

As sequéncias obtidas a partir do software Geneious Prime® 2019.1.1
(Biomatters, USA) foram comparadas com o banco de dados de DNA usando o
algoritmo BLAST® (versdo 2.8.0) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) para determinar as identidades

mais préximas com organismos genéricos disponiveis no GenBank®.

As sequéncias dos genes 23S e 16S foram alinhadas pelo programa MUSCLE,
utilizando o software Geneious (Biomatters Ltd.), com 19 sequéncias de Mycoplasma
spp. de diferentes partes do mundo, disponiveis no Genbank: HM138663.1 (23S),
N_076944.1(23S), MN692881.1 (23S), 0L963932.1 (23S), OR753267.1 (23S),
0Q518944.1 (23S), 0Q518933.1 (23S), 0Q518945.1 (23S), 0Q518934.1 (23S),
OR055988.1 (23S), KJ 530704.1 (16S), OP795503.1 (16S), 0Q407847.1 (16S),
0Q407836.1 (16S), MH245175.1 (16S), OR016505.1 (16S), MK353861.1 (16S) e
MN710412.1 (16S). Foram alinhados 387 caracteres do gene 23S e 622 caracteres do
gene 16S. A arvore filogenética foi inferida pelo método de Neighbor-Joining usando o
software Geneious com o modelo substituto Tamura-Nei. Os valores observados
representam a porcentagem de 1000 bootstrap de reamostragem. A sequéncia de
Ureaplasma parvum (NR_076563.1) foi incluida como grupo externo (outgroup) na

arvore filogenética do gene 23S.

4.6 DECLARACAO DE ETICA
Os materiais biolégicos utilizados na pesquisa sao provenientes de coletas
realizadas para o projeto “Monitoramento de SARS-COV-2, Coronavirus e virus da
Influenza no Pantanal”, autorizadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais sob
0 protocolo N° 23108.085496/2020-32. Todos 0s requisitos e diretrizes legais no

Brasil para o cuidado e uso de animais foram seguidos.
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5. RESULTADOS
Os morcegos coletados pertenciam a ordem Chiroptera e as familias
Phyllostomidae, Molossidae, Noctilionidae, Vespertilionidae, Mormoopidae e
Emballonuridae. As espécies identificadas nessas familias estdo apresentadas na
Tabela 2. Dentre elas, a familia Phyllostomidae apresentou a maior quantidade de
exemplares (104) pertencentes as espécies: Carollia perspicillata (17), Glossophaga
soricina (45), Platyrrhinus lineatus (18), Desmodus rotundus (13) e Noctilio albiventris
(11). Do total de morcegos coletados 87 eram fémeas e 70 eram machos.

Sobre os habitos alimentares foram capturados morcegos nectarivoros (45),
frugiveros (43), insetivoros (31), onivoros (26) e hematafofagos (13) e os espécimes
perteciam a colonias gregarias de pequeno e médio tamanho. Eles pertenciam aos
municipios de Cuiabé (4) Santo Antdnio de Leverger (96), Nobres (9), Poconé (40) e
Bardo de Melgaco (8). O maior niumero de animais amostrados foi no municipio de
Santo Antbnio de Leverger, devido ao maior nimero de locais de coleta nessa regiao.

Sobre os métodos de coleta 107 (68,2%) morcegos foram coletados através
da busca ativa com puca e 50 (31,8%) espécimes foram coletados através da rede
de neblina. Dos 157 morcegos analisados no presente estudo, apenas 4 exemplares
nao puderam ser identificados a espécie, sendo identificado os seguintes géneros:

Carollia (1), Lophostoma (1), Macrophyllum (1) e Pteronotus (1).

Um total de 5 amostras positivas para Mycoplasma spp. foram detectadas em
ensaios de qPCR com amplificacdo do gene 16-23S da bactéria, nos municipios
Santo Anténio do Lerverger (3) e Poconé (2), conforme a tabela 3. As espécies em
gue foram detectados o patégeno: Glossophaga soricina, Molossus sp., Desmodus
rotundus e uma espécie da familia Molossidae que ndo pode ser identificada. Os
morcegos eram todos adultos e em sua maioria fémeas (3/5). Nao foram detectadas
amostras positivas nos outros patégenos pesquisados nos morcegos amostrados

nesse estudo.

Os sequenciamentos geraram sequéncias de 500 e 700 nucleotideos para os
genes 23S e 16S. A sequéncia de nucleotideos apresentou identidades variando de
98.7% a 99.9% frente diferentes sequéncias de Mycoplasma, elas passaram por
multiplos alinhamentos com sequéncias selecionadas do GenBank® utlizando o
software Geneious Prime® software (version 2019.1.1, Biomatters, USA), resultando
nas arvores filogenéticas correspondentes as figuras 7 e 8. As amostras foram
depositas no GenBank® sob os acessos PP193952, PP194257, PP194256,
PP197661 e PP197662.
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A figura 7 representa a arvore filogenética que demostra a similaridade e

bootstrap elevados da amostra 21MT1C172 com um clado proximo a uma sequéncia

de Mangusto-de-java (Herpestes javanicus), ja na figura 8 com base nos valores de

similaridade e de bootstrap elevados, observou-se que as amostras 21MT1C155,
21IMT1C172, 21MT1C289 e 21MT1C295 foram agrupadas em dois clados proximos
a outras sequéncias detectados em morcegos (OR75367.1 e 0Q359466.1)

previamente depositados no banco de dados do GenBank®.
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Figura 7: Arvore filogenética das amostras 21MT1C172 e 21MT1C122.
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Tabela 2. Espécies, familias, habitos alimentares e as respectivas quantidades de morcegos amostradas.
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Espécies

Animais (n=157)

Familias

Municipios coletados

Habitos alimentares

Quantidades de exemplares

Artibeus obscurus
Artibeus planirostris
Carollia perspicillata

Carollia sp.
Cynomops planirostris
Desmodus rotundus
Eptesicus cf. diminutus
Glossophaga soricina
Lophostoma sp.
Macrophyllum sp.
Molossops temminckii
Molossus molossus
Molossus rufus
Myatis cf. nigricans
Myotis cf. simus
Noctilio albiventris
Phyllostomus discolor
Phyllostomus discolor cf.
Phyllostomus hastatus
Platyrrhinus lineatus
Pteronotus sp.
Rhogeessa io
Rhynchonycteris naso
Sturnira lilium
Trachops cirrhosus

Phyllostomidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Molossidae
Phyllostomidae
Vespertilionidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Molossidae
Molossidae
Molossidae
Vespertilionidae
Vespertilionidae
Noctilionidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Phyllostomidae
Mormoopidae
Vespertilionidae
Emballonuridae
Phyllostomidae
Phyllostomidae

Santo Antbnio do Leverger

Santo Antdénio do Leverger e Cuiaba

Santo Antdénio do Leverger e Bardo de Melgaco
Santo Anténio do Leverger
Bardo de Melgaco

Santo Antbénio do Leverger e Poconé

Santo Antbnio do Leverger
Santo Antdénio do Leverger, Cuiaba e Poconé
Santo Antbénio do Leverger
Santo Anténio do Leverger
Santo Antdnio do Leverger, Cuiaba e Poconé
Santo Antdnio do Leverger, Bardo de Melgago e Poconé
Santo Anténio do Leverger
Santo Antbénio do Leverger e Bardo de Melgaco

Santo Anténio do Leverger
Santo Anténio do Leverger
Santo Anténio do Leverger
Santo Anténio do Leverger
Santo Anténio do Leverger

Santo Antoénio do Leverger e Nobres
Santo Anténio do Leverger
Santo Anténio do Leverger

Poconé
Santo Anténio do Leverger
Poconé

Frugivero
Frugivero
Frugivero
Fugivoro
Insetivoro
Hemato6fago
Insetivoro
Nectarivoros
Insetivoro
Insetivoro
Insetivoro
Insetivoro
Insetivoro
Insetivoro
Insetivoro
Onivoro
Onivoro
Onivoro
Onivoro
Frugivero
Onivoro
Insetivoro
Insetivoro
Frugivero
Onivoro

1
6
17
1
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Tabela 3. Dados das amostras positivas para Mycoplasma spp.

Identificac&o Familia Espécie Municipio Acesso Genbank (Identidade
no Blast)
21MT1C155 Phyllostomidae  Glossophaga soricina Poconé OR753267.1 (93.17%)
21MT1C172  Phyllostomidae  Glossophaga soricina Santo Antbnio do Leverger OR753267.1 (91.30%)
21MT1C289 Molossidae Molossus sp. Santo Anténio do Leverger 0Q359166.1 (99.83%)
21IMT1C295  Phyllostomidae Desmodus rotundus Poconé OR753267.1 (99.58%)
21MT1C122 Molossidae N&o identificada Santo Antbénio do Leverger MH245175.1 (99.03%)

6. DISCUSSAO

Os morcegos sdao mamiferos importantes que desempenham um papel essencial
na manutencao de ecossistemas, eles contribuem para a manutencdo da estabilidade
ambiental através do controle de pragas de insetos, polinizagéo, dispersdo de sementes
e producdo de guano como fertilizante para plantas (RAMIRES-FRANCEL et al., 2022).

Conforme Miretzki (2003) em estudo ecolégico realizado em Curitiba, espécies
de morcegos foram relatadas e classificadas em cinco familias, delas a familia
Phyllostomidae esteve presente com maior abundancia de espécies (47%), seguida pela
Molossidae (24%), Vespertilionidae (23%), Noctilionidae (4%) e Emballonuridae (2%).
Esses resultados se assemelham aos encontrados neste estudo, onde para a familia
Phyllostomidae foram amostrados maiores diversidade e quantidade de espécimes
(75,1%), seguida também pela Molossidae (9,5%), porém a terceira familia mais
frequentemente coletada foi a Noctilionidae (7%), seguida entdo de Vespertilionidae
(3,8%) e Emballonuridae (3,8%) com a mesma quantidade de morcegos classificados
nessas familias.

Outro estudo conduzido por Alho et al. (2010) no Pantanal do Mato Grosso, onde
foram amostrados morcegos entre os anos de 1994 e 2007, também demonstrou que
as familias mais encontradas e com maiores diversidades de espécies foram a
Phyllostomidae e Molossidae. Altos numeros da familia Phyllostomidae pode
representar um bom indicador de baixos niveis de perturbacdo do habitat, sendo que
esta familia é bem diversificada em numero de espécies e habitos alimentares
(MEDELLIN et al., 2000). Neste estudo, as areas de coletas tinham como fator de
escolha locais com boa preservagdao ambiental, o que concorda com os resultados do
autor citado anteriormente.

Em relacdo ao género Mycoplasma, um total de cinco amostras positivas foram
detectadas nas espécies de morcego Glossophaga soricina (21MT1C155 e
21MT1C172), Molossus sp. (21MT1C289), Desmodus rotundus (21MT1C295) e uma
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espécie da familia Molossidae que ndo pode ser identificada (21MT1C122). Os
espécimes positivos foram coletados nos municipios de Santo Antdnio do Leverger e
Poconé, isso pode ter ocorrido devido ao maior numero de coletas nessas areas.

Conforme um estudo conduzido por Ikeda et al. (2017), no periodo foi relatado na
regido do Mato Grosso a deteccdo de um morcego da familia Molossidae positivo para
hemoplasmas, divergindo parcialmente com o presente estudo, que detectou morcegos
positivos para o género Mycoplasma na familia Molossidae e Phyllostomidae. Porém,
posteriormente lkeda et al. (2022) realizou um novo estudo na regido do Mato Grosso,
encontrando 43% dos morcegos amostrados positivos para hemoplasmas, detectando
espécimes positivas tanto na familia Molossidae quanto Phyllostomidae, estando assim
mais proximo com os resultados deste trabalho.

Ja Correia dos Santos (2020) na regido sul do Brasil encontrou morcegos
positivos para hemoplasmas nas espécies Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e
Molossus sp., portanto também encontrando o agente em morcegos das familias
Phyllostomidae e Molossidae, corroborando com os achados deste estudo mais uma
vez. Portanto, estudos como este, que envolvam os ciclos bacterianos do Mycoplasma
spp. na natureza, sua diversidade genética, identificacdo de hospedeiros, vetores e
distribuicdo de espécies em um determinado ecotopo possuem grande importancia
(GONCALVES et al., 2020).

As sequéncias obtidas no presente estudo foram comparadas as homologas no
banco de dados do GenBank® resultando proximas a espécies de Mycoplasma
encontradas em morcegos, tanto no gene 16S quanto no gene 23S. Somente a amostra
21MT1C122 se posicionou no gene 16S em um clado diferente das outras amostras.
Infelizmente ndo foi possivel posicionar nossos isolados com alguma espécie de
Mycoplasma, uma vez que muitas destas espécies ainda ndo foram totalmente
caracterizadas. Ressalta-se que espécies deste género sédo de dificil cultivo, pois os
micoplasmas hemotropicos ndo possuem muitas vias metabolicas associadas a
producdo de energia e sintese de componentes celulares encontrados em outras
bactérias. Por isso séo totalmente dependentes dos eritrdcitos e fatores de crescimento
do hospedeiro, muitos dos quais s&o desconhecidos (MILLAN et al., 2021).

Entre as bactérias abordadas, o género Bartonella € amplamente distribuido e
associado a mamiferos e vetores artropodes em todo o mundo (MCKEE et al., 2021).
No Brasil, ja foi relatado uma baixa prevaléncia desse género em morcegos hao
hematéfagos (5,28%) amostrados nos Estados de Sdo Paulo, Para, Tocantins e Mato
Grosso (IKEDA et al., 2017). Apesar de ela ndo ter sido detectada neste trabalho a baixa
prevaléncia encontrada em estados brasileiros corrobora de certo modo com este

estudo, e isso poderia ser justificado por diversos fatores, como o tipo de amostra, o
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namero de amostras analisadas e a distribuicdo dos animais amostrados (BRAGA et al.,
2020; FONLTALVO et al., 2017; IKEDA et al., 2017).

Quanto a auséncia do H. capsulatum nos morcegos do presente estudo, ela pode
ser explicada por uma taxa de infeccdo comparativamente baixa desse agente nos
locais estudados, ou também pelo fato da captura dos exemplares terem sido aleatorias,
coletados em sua maioria através da busca ativa por puca, sendo assim ndo se pode
afirmar que foram amostrados morcegos em quantidade suficientes da mesma colonia.
Além de que os morcegos que foram coletados da mesma colbnia pertenciam a colénias
meédias e pequenas, concordando com o que ja foi descrito na literatura (TAYLOR et al.,
1999), que a maior transmissédo de H. capsulatum ocorre entre morcegos em grandes
colénias gregérias (VELOSO et al., 2014).

Por fim, este artigo também nao relatou amostras positivas para o género
Trypanosoma. A literatura demonstra que tripanosomatideos de morcegos sao diversos
e geograficamente difundidos, vérias espécies dentro deste grupo mudou
independentemente de morcegos para mamiferos terrestres ao longo da evolugéo, com
uma dessas mudancas dando origem a T. c. cruzi (HAMILTON et al.,, 2012). A
prevaléncia encontrada no estado de Mato Grosso conforme Marcili et al. (2013) foi de
4,8% na regido do Pantanal e 15,5% na regido Amazonia/Cerrado. Por isso € importante
que estudos similares como este sdo necessarios, pois no Brasil ainda néo é clara as
espécies deste género que infectam os morcegos, portanto, é necessario que exista

uma vigilancia desses espécimes e os patégenos que eles albergam.

7. CONCLUSAO

Devida a importancia na disseminacdo de patdgenos pelos morcegos este
estudo teve como objetivo fazer a investigacdo molecular de micoorganismos
zoonaoticos em morcegos possivelmente infectados, encontrando espécimes positivas
para Mycoplasma spp. Embora mycoplasmas hemotrépicos néo sejam caracterizados
como zoonotico, nem qual seria a forma de transmissdo ao homem, em face dos
outros agentes pesquisados, estudos como este sdo essenciais para reconhecer e

gerenciar os riscos do surgimento desses patégenos no pantanal mato-grossense.
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Abstract

Bats can harbor a wide variety of microorganisms and several factors contribute to their being
carriers and disseminators of potentially zoonotic pathogens, such as the ability to make long
flights, ease in adapting to the most diverse environments, close contact with humans and
domestic animals in urban areas, longevity and reduced susceptibility to various pathogens. In
this study, a molecular investigation of Mycoplasma spp. was carried out on bats of different
species captured in different regions of the north Pantanal of Mato Grosso, the samples obtained
were subjected to a screening with qPCR for the gene 16S-23S. Positive samples were then
subjected to a conventional PCR with genus-specific primers targeting a portion (900 bp) of the
16S rRNA gene of hemotropic Mycoplasma spp. and then to a genus-specific PCR assay
targeting a fragment (800 bp) of the 23S rRNA. The obtained 16S rRNA and 23SrRNA

sequences showed to be clustering with other bat-associated hemoplasmas and a sequence of
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Herpestes javanicus. Therefore, due to the importance in the dissemination of pathogens by
bats, it is essential to recognize and manage the risks of the emergence of hemoplasmas in the

Pantanal of Mato Grosso.
Keywords: Bats, Hemoplasmas, gPCR, Pantanal.

Resumo

Os morcegos podem abrigar uma grande variedade de microrganismos e diversos fatores
contribuem para que eles sejam portadores e disseminadores de patogenos potencialmente
zoondticos, como a capacidade de fazer longos voos, facilidade para se adaptar aos mais diversos
ambientes, contato proximo com humanos e animais domésticos em areas urbanas, longevidade
e suscetibilidade a varios patdgenos, permanecendo assintomatico na maior parte do tempo. Neste
estudo foi realizada uma investigacdo molecular para Mycoplasma spp. em morcegos capturados
em 5 municipios de diferentes regides de Mato Grosso, as amostras obtidas destes animais
submetidas a uma triagem com Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para o
gene 16S-23S, os animais positivos, morcegos da espécie Glossophaga soricina, Molossus sp. e
Desmodus rotundus, foram entdo submetidos a uma PCR convencional com primers género-
especificos visando uma porg¢do (900 pb) do gene 16S rRNA do hemotrépico Mycoplasma spp. e
depois para um ensaio de PCR género-especificos visando um fragmento (800 pb) do rRNA 23S.
Portanto, € fundamental elucidar a distribuicdo desses hospedeiros no estado de Mato Grosso para
facilitar a implementacdo de uma vigilancia eficaz contra um possivel surto de hemoplasmas na
populacdo humana.

Palavras-chave: Morcegos, Zoonoses, gPCR.

Introduction

Bats are the mammals with the most species-rich taxonomic group in the tropics
(PATTERSON et al., 2001), this diversity is accompanied by its wide geographic distribution,
which excludes only polar regions or those with extreme desert climates and some islands in the
oceans (IRVING et al., 2021). There are environmental factors that limit the occurrence and
abundance of some species, including habitat heterogeneity, seasonality and conservation status
(ALHO et al., 2011). Bats harbor a diversity of pathogens, which include viruses, bacteria,
protozoa and fungi, and are also resistant to a range of infections (IRVING et al., 2021). In the
state of Mato Grosso, there are records of around 99 species of bats (BRANDAO et al., 2019).

Among the bacteria harbored by bats, Mycoplasma (group of hemotropic mycoplasmas)
have stood out due to the importance of being one of the most reported zoonotic bacteria in Brazil
in the last decade (CASTELO-BRANCO et al., 2023), they are gram-negative bacteria belonging
to the order Mycoplasmatales, family Mycoplasmataceae, genus Mycoplasma (IKEDA et al.,
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2017). It is known that these pathogens cause manifestations ranging from asymptomatic to
chronic diseases, as well as severe hemolytic anemia due to their ability to adhere to the surface
of erythrocytes, causing indentation or deformation of the target cell membrane (MILLAN et al.,
2021), the severity of the disease depends on the genotype or species involved. (IKEDA et al.,
2022).

In Brazil, hemoplasma infections have been reported in wild animals such as canines,
felines, non-human primates and in hematophagous and non-hematophagous bats (ANDRE et al.,
2011; BONATO et al., 2015; CORREIA DOS SANTOS et al., 2020).

Hematophagous arthropods such as fleas and ticks have been proposed as natural vectors
of this genus, however, vertebrate hosts can also be infected in several ways, including
subcutaneous, intravenous, intraperitoneal and oral inoculation of contaminated blood
(CORREIA DOS SANTOS et al., 2020). Metagenomic analyzes have also demonstrated the
presence of hemoplasmas in the saliva of vampire bats, suggesting the possibility of direct
transmission through bites from these animals (VOLOKHQV et al., 2017).

Studies involving molecular epidemiology are essential to clarify the origin and
transmission flow of pathogens in natural cycles, which is useful for the development of effective
surveillance and control measures in the context of zoonoses and in veterinary clinics, thus being
able to carry out a monitoring in exposed regions and populations (MENOZZI et al., 2019).

Thus, this study, whose main objective was to carry out a molecular investigation of
Mycoplasma spp. in bats that inhabit different regions of Mato Grosso, to have knowledge about
the distribution of this pathogen in the region studied, so that it is possible to avoid possible

outbreaks of disease transmitted by these bacteria to other animals or even the human population.

Materials and Methods

The biological materials used in the research come from collections carried out for the
project “Monitoring SARS-COV-2, Coronavirus and Influenza virus in the Pantanal”, authorized
by the Ethics Committee on the Use of Animals under protocol No. 23108.085496/2020-32. This
study was conducted with 157 bat samples collected in the municipalities of Cuiab4, Santo
Antbnio do Leverger, Nobres, Poconé and Bardo de Melgaco in Mato Grosso, Brazil during the
period from February to August 2021. These locations were selected because they represent
different environments, good state of preservation, knowledge of the fauna present, in addition to
proximity to urban centers.

The collection methods used to capture these specimens consisted of active search with
the aid of a pucé and mist net, after capture they were placed in silk bags until their taxonomic
identification according to Diaz et al. (2021). After identification, the collected bats were

euthanized following the guidelines of the regional Veterinary Medicine council of our state, Mato
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Grosso. The samples Were collected from these animals and stored in cryotubes, placed in liquid
nitrogen and transported to the Virology and Rickettsioses laboratory at the Federal University of
Mato Grosso so that they could then be stored at — 80 °C. DNA extraction was performed with a
20 mg fragment of the lung, using the MagMAXTM CORE nucleic acid purification kit (Applied
BiosystemsTM, South San Francisco, CA, USA) following the manufacturer's instructions.

Real-time PCR (gPCR) assay for Mycoplasma spp. with SYBER reagents (PowerTrack®
SYBR Green Master Mix, Applied BiosystemsTM, South San Francisco, CA, USA) following
the manufacturer's instructions, the primers used in this study were forward (5-
AGCAATRCCATGTGAACGATGAA-3) and reverse (5-
TGGCACATAGTTTGCTGTCACTT-3) according to Justice-Allen et al (2011). The positive
bats were then then subjected to a conventional PCR with genus-specific primers targeting a
portion (900 bp) of the 16S rRNA gene of hemotropic Mycoplasma spp. and then to a genus-
specific PCR assay targeting a fragment (800 bp) of the 23S rRNA according to Oliveira et al.
(2021).

PCR products from Mycoplasma-positive samples were loaded onto 1% agarose gels
stained with GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA) and visualized on a
ChemiDoc XRS system (Bio-Rad, Hercules, CA). Amplicons of expected size were purified using
the Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Chicago, IL) and
prepared for sequencing with the BigDye™ kit (Applied Biosystems, Foster, CA). An ABI-
PRISM 3500 genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA) was employed for sequencing
procedures with the same primers used for conventional PCR.

The sequences obtained from the Geneious Prime® 2019.1.1 software (Biomatters, USA)
were compared with the DNA database using the BLAST® algorithm (version 2.8.0) from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) to determine the closest identities to generic
organisms available in GenBank®.

The sequences of the 23S and 16S genes were aligned by the MUSCLE program, using
the Geneious software (Biomatters Ltd.), with 19 sequences from Mycoplasma spp. from different
parts of the world, available on Genbank: HM138663.1 (23S), N_076944.1(23S), MN692881.1
(23S), 0OL963932.1 (23S), OR753267.1 (23S), 0Q518944.1 (23S) ), OQ407836.1 (16S),
MH245175.1 (16S), OR016505.1 (16S), MK353861.1 (16S) and MN710412.1 (16S). 387
characters from the 23S gene and 622 characters from the 16S gene were aligned. The
phylogenetic tree was inferred by the Neighbor-Joining method using the Geneious software with
the Tamura-Nei surrogate model. Observed values represent the percentage of 1000 resampling
bootstrap. The Ureaplasma parvum sequence (NR_076563.1) was included as an outgroup in the

phylogenetic tree of the 23S gene.
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Results

The collected bats belonged to the order Chiroptera and the families Phyllostomidae,
Molossidae, Noctilionidae, Vespertilionidae, Mormoopidae and Emballonuridae. Among them,
the Phyllostomidae family obtained the largest number of specimens (104) belonging to the
species: Carollia perspicillata (17), Glossophaga soricina (45), Platyrrhinus lineatus (18),
Desmodus rotundus (13) and Noctilio albiventris (11), of the total bats collected 87 were females
and 70 were males.

Regarding feeding habits, nectarivorous (45), frugivorous (43), insectivorous (31),
omnivorous (26) and blood-feeding (13) bats were captured, and the specimens belonged to small
and medium-sized gregarious colonies, they belonged to the municipalities of Cuiabéa (4), Santo
Antbnio de Leverger (96), Nobres (9), Poconé (40) and Bardo de Melgaco (8). The largest number
of animals sampled were in the municipality of Santo Antonio de Leverger, this is due to the
greater number of collection sites in this region.

Regarding collection methods, 107 (68.2%) bats were collected through active search with
a puca and 50 (31.8%) specimens were collected through mist nets. Of the 157 bats sampled, only
4 specimens could not be identified to the species, with the following genera being identified:
Carollia (1), Lophostoma (1), Macrophyllum (1) and Pteronotus (1).

A total of 5 samples positive for Mycoplasma spp. were detected in gPCR assays with
amplification of the 16-23S gene of the bacteria, according to Table 1 containing data on positive
specimens, the municipalities in which they were found consisted of Santo Anténio do Leverger
(3) and Poconé (2), the species in which the pathogen was detected: Glossophaga soricina,
Molossus sp., Desmodus rotundus and a species from the Molossidae family that cannot be

identified. The bats were all adults and mostly female (3/5).

Table 1. Data from samples positive for Mycoplasma spp.

Identification Family Species Municipality Genbank Access
(Identity in Blast)
21MT1C155 Phyllostomidae Glossophaga soricina Poconé OR753267.1 (93.17%)
21MT1C172 Phyllostomidae Glossophaga soricina  Santo Anténio do Leverger OR753267.1 (91.30%)
21MT1C289 Molossidae Molossus sp. Santo Antbnio do Leverger 0Q359166.1 (99.83%)
21MT1C295 Phyllostomidae  Desmodus rotundus Poconé OR753267.1 (99.58%)
21MT1C122 Molossidae Not identified Santo Antbnio do Leverger MH?245175.1 (99.03%)

The consensus sequence of samples positive for Mycoplasma spp. underwent multiple
alignments with sequences selected from GenBank® using the Geneious Prime® software
(version 2019.1.1, Biomatters, USA), resulting in the phylogenetic trees corresponding to figures
1 and 2. In the phylogenetic tree represented by figure 1 we can observe that the samples
21IMT1C155, 21IMT1C172, 21MT1C289 and 21MT1C295 have sequences similar to other
Mycoplasmas found in bats (OR75367.1 and 0Q359466.1) previously deposited in the
GenBank® database.
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Sequencing generated sequences of 500 and 700 nucleotides for the 23S and 16S genes.
The nucleotide sequence presented identities ranging from 98.7% to 99.9% against different
Mycoplasma sequences, they underwent multiple alignments with sequences selected from
GenBank® using the Geneious Prime® software (version 2019.1.1, Biomatters, USA), resulting
in the phylogenetic trees corresponding to figures 1 and 2. The samples were deposited in
GenBank® under accessions PP193952, PP194257, PP194256, PP197661 and PP197662.

Figure 1 represents the phylogenetic tree that demonstrates the similarity and high
bootstrap of sample 21MT1C172 with a clade close to a sequence of Javan Mongoose (Herpestes
javanicus), whereas in figure 2, based on the similarity and high bootstrap values, it was observed
that samples 21MT1C155, 21MT1C172, 21MT1C289 and 21MT1C295 were grouped into two
clades close to other sequences detected in bats (OR75367.1 and OQ359466.1) previously

deposited in the GenBank® database.
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Figure 1: Phylogenetic tree of samples 21MT1C172 and 21MT1C122.
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Discussion

Bats are important mammals that play an essential role in maintaining ecosystems, they
contribute to the maintenance of environmental stability through the control of insect pests,
pollination, seed dispersal and production of guano as a fertilizer for plants (RAMIRES-
FRANCEL et al., 2022).

According to Miretzki (2003), in an ecological study carried out in Curitiba, bat species
were reported and classified into five families, of which the Phyllostomidae family was present
with the greatest abundance of species (47%), followed by Molossidae (24%), Vespertilionidae
(23 %), Noctilionidae (4%) and Emballonuridae (2%). These results are similar to those found in
this study, where for the Phyllostomidae family the greatest diversity and quantity of specimens
were sampled (75.1%), followed also by the Molossidae (9.5%), but as the third most collected
family we had the Noctilionidae (7%), and then Vespertilionidae (3.8%) and Emballonuridae
(3.8%) with the same number of bats classified in these families.

Another study conducted by Alho et al. (2010) in the Pantanal of Mato Grosso, where bats
were sampled between 1994 and 2007, also demonstrated that the families most found and with
the greatest species diversity were Phyllostomidae and Molossidae. High numbers of the
Phyllostomidae family may represent a good indicator of low levels of habitat disturbance, as this
family is well diversified in terms of number of species and feeding habits (MEDELLIN et al.,
2000). In this study, the collection areas were chosen as locations with good environmental
preservation, which agrees with the author mentioned above.

Regarding the Mycoplasma genus, a total of five positive samples were detected in the bat
species Glossophaga soricina (21MT1C155 and 21MT1C172), Molossus sp. (21MT1C289),
Desmodus rotundus (21MT1C295) and a species from the Molossidae family that cannot be
identified (21MT1C122). The positive specimens were collected in the municipalities of Santo
Antbnio do Leverger and Poconé, this may have occurred due to the greater number of collections
in these areas.

According to a study conducted by Ikeda et al. (2017), at the time, the detection of a bat
from the Molossidae family positive for hemoplasmas was reported in the Mato Grosso region,
bats positive for hemoplasmas were also found in the species G. soricina, but in other states of
Brazil, this being the second species of bat in which the bacteria was most found in this assay, in
this present study there was the molecular detection of Mycoplasma spp. both in the Molossidae
family and in the Phyllostomidae family. Later Ikeda et al. (2022) carried out a new study in the
Mato Grosso region, finding 43% of the bats sampled positive for hemoplasmas, among the
positive species was G. soricina, thus being closer to the results of this work.

Correia dos Santos (2020) in the southern region of Brazil found bats positive for
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hemoplasmas in the species Desmodus rotuduns, Diphylla ecaudata and Molossus sp., therefore
also finding the agent in bats from the families Phyllostomidae and Molossidae, corroborating the
findings of this study once again. Therefore, studies like this, which involve the bacterial cycles of
Mycoplasma spp. in nature, its genetic diversity, identification of hosts, vectors and distribution of
species in each ecotope are of great importance (GONCALVES et al., 2020).

The sequences obtained through phylogenetic analyzes when compared in the GenBank®
database resulted in Mycoplasma species found in bats, with the exception of sample 21MT1C122,
which was found in a different clade from the rest of the samples, unfortunately it was not possible
to reach a specie of Mycoplasma, this is due to the difficulty of cultivating this bacterium in vitro,
as hemotropic mycoplasmas do not have many of the metabolic pathways associated with energy
production and synthesis of cellular components found in other bacteria, they are totally dependent

on erythrocytes and host growth factors, many of which are unknown (MILLAN et al., 2021).

Conclusion

Due to the importance in the dissemination of pathogens by bats, this study aimed to carry
out a molecular investigation for Mycoplasma spp., finding 5 positive specimens in the population
sampled, although hemotropic mycoplasmas are not characterized as zoonotic, nor what would be
the form of transmission to humans, studies like this are essential to recognize and manage the

risks of the emergence of this pathogen in the Pantanal of Mato Grosso.
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