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DETECCAO SOROLOGICA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
AGENTES TRANSMITIDOS POR ARTROPODES EM ANIMAIS SELVAGENS E
DOMESTICOS NA REGIAO DO PANTANAL SUL MATOGROSSENSE

RESUMO - As enfermidades transmitidas por artropodes vém sendo
recentemente estudadas em animais selvagens brasileiros, os quais podem atuar
como hospedeiros tanto para 0s vetores guanto para 0s patdégenos, muitos dos
guais apresentam potencial zoondtico. O presente estudo tem como objetivo
investigar a ocorréncia de agentes transmitidos por artrépodes (agentes
Anaplasmataceae, Bartonella spp., mycoplasmas hemotréficos, Rickettsia spp.,
Hepatozoon spp. e piroplasmideos) em animais selvagens, cdes domésticos e seus
respectivos ectoparasitos, amostrados na regidao do Pantanal sul matogrossense,
por meio de métodos sorolégicos e moleculares. Para tal, 31 Nasua nasua, 78
Cerdocyon thous, sete L. pardalis, 42 cées, 110 roedores e 30 marsupiais foram
capturados. Os carrapatos recolhidos (1582) dos animais pertenciam as espécies
Amblyomma sculptum, Amblyomma parvum, Amblyomma ovale, Amblyomma
tigrinum, Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus sensu lato e
Amblyomma auricularium. Adicionalmente, 80 pulgas Polygenis (Polygenis) bohlsi
bohlsi foram recolhidas. Quatorze (17,9%) C. thous, sete (16,6%) cdes e um (3,2%)
N. nasua mostraram-se soropositivos (titulos=80) para Ehrlichia canis, com titulos de
anticorpos variando de 80 a 1280. Nenhum animal mostrou-se soropositivo
Anaplasma phagocytophilum. Nove cées, dois C. thous, um N. nasua, oito roedores,
cinco marsupiais e um pool de pulgas P. (P.) b. bohlsi mostram-se positivos para
Ehrlichia spp. Todos os caes e o pool de pulgas P. (P.) b. bohlsi positivos para
Ehrlichia spp. foram também positivos em para o ensaio em tempo real quantitativo
(qPCR) para E. canis, baseado no gene dsb. Sete N. nasua, dois C. thous, um L.
pardalis, quatro roedores, trés marsupiais, 15 carrapatos A. sculptum, dois A. ovale,
dois A. parvum e um pool de larvas de Amblyomma spp. foram positivos para
Anaplasma spp. Co-positividade ou co-soropositividade para Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp. foi observada em dois cédes, um N. nasua, um C. thous e dois
marsupiais. Trinta e cinco roedores selvagens e trés pools de pulgas P. (P.) b.
bohlsi, mostraram-se positivos nos ensaios moleculares para Bartonella spp. A
analise filogética revelou que pelo menos dois gendtipos diferentes estéo circulando
entre os roedores amostrados no bioma Pantanal. Os resultados parciais sugerem
gue a pulga P. (P.) b. bohlsi possa estar atuando como um possivel vetor de
Bartonella nesta regido. Vinte e quatro N. nasua, trés C. thous, dois cdes e um
roedor mostraram-se positivos para Mycoplasma spp. A analise filogenética apontou
gue os cées, C. thous e N. nasua aparentam estar sendo parasitados pela mesma
espécie de Mycoplasma spp., filogenéticamente relacionada a M. haemocanis/M.
haemofelis e que provavelmente um novo genétipo de Mycoplasma spp. esta
circulando entre os N. nasua e C. thous amostrados no bioma Pantanal. Vinte e sete
(64,2%) caes, 59 (7,6%) C. thous e seis (85,7%) L. pardalis mostraram-se
soropositivas para pelo menos uma espécie de Rickettsia. Para 17 (40,4%) caes, 33
(42,3%) C. thous e dois (33,3%) L. pardalis, foram observadas reagdes homodlogas
para Rickettsia amblyommatis. Cento e dezesseis carrapatos (93 A. parvum, 14 A.
sculptum, trés A. auricularim e seis pools de larvas de Amblyomma) e uma amostra



de sangue obtida de C. thous, mostraram-se postivas nos ensaios para as espécies
de Rickettsia do grupo da febre maculosa. As amostras sequenciadas obtidas dos
carrapatos A. parvum, mostraram-se filogenéticamente relacionadas com
'‘Candidatus Rickettsia andeanae'. Uma alta ocorréncia de Hepatozoon foi
encontrada nos carnivoros amostrados (C. thous [91,02%], caes [45,23%], N. nasua
[41,9%] e L. pardalis [71,4%]), porém nenhum artropode mostrou-se positivo.
Adicionalmente, 24 roedores e um marsupial também mostraram-se positivos para
Hepatozoon spp. Com base na analise filogenética, os C. thous, L. pardalis, N.
nasua, caes, roedores e marsupiais aparentam néo estar sendo parasitados pela
mesma espécie de Hepatozoon spp. Sete caes, um C. thous, cinco L. pardalis, trés
N. nasua, seis roedores, oito carrapatos A. parvum, dois A. sculptum e um A. ovale
mostraram-se positivos para 0os ensaios PCR de piroplasmideos. Gendtipos
filogeneticamente relacionados com Babesia canis vogeli foram detectados em seis
cdes e cinco roedores. Genotipos filogeneticamente relacionados com Babesia
caballi foram detectados em um C. thous, um c&o, um carrapato A. ovale e um A.
sculptum e genatipos relacionados com Babesia bigemina e Babesia bovis foram
detectados em quatro carrapatos A. parvum. Quatro sequéncias obtidas de A.
parvum, trés N. nasua e um roedor mostraram-se filogeneticamente relacionadas
com Theileria equi. Por fim, Cytauxzoon spp. foi detectado em quatro L. pardalis .O
presente trabalho mostra, portanto, a ocorréncia de agentes transmitidos por
artropodes vetores em animais selvagens e domésticos no Panatanal sul
matogrossense.

Palavras-chave: Agentes Anaplasmataceae., Bartonella spp., micoplasmas
hemotroficos, Rickettsiales, Hepatozoon sp. e piroplasmideos



SEROLOGICAL DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
AGENTS TRANSMITTED BY ARTHROPOD VECTORS IN WILD AND DOMESTIC
ANIMALS IN THE REGION OF THE SOUTHERN MATO GROSSO PANTANAL

ABSTRACT - The diseases transmitted by arthropods have been recently
studied in Brazilian wildlife, which can act as hosts for vectors and pathogens, many
of which have zoonotic potential. The present work aimed to investigate the
occurrence of tick-borne agents (Anaplasmataceae agents, Bartonella spp.,
hemotropic mycoplasmas, Rickettsia spp., Hepatozoon spp. and piroplasms) in wild
animals, domestic dogs and their respective ectoparasites, in southern Pantanal
region, central-western Brazil, by serological and molecular assays. For this reason,
31 Nasua nasua, 78 Cerdocyon thous, seven L. pardalis, 42 dogs, 110 rodents and
30 marsupials were captured. The ticks collected (1582) from animals belonged to
the species Amblyomma sculptum, Amblyomma parvum, Amblyomma ovale,
Amblyomma tigrinum, Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus sensu
lato and Amblyomma auricularium. Additionally, 80 Polygenis (Polygenis) bohlsi
bohlsi fleas were collected. Overall, 14 (17.9%) C. thous, seven (16.6%) dogs and
one (3.2%) N. nasua were seroreactive (titer=80) to Ehrlichia canis, with titers
ranging from 80 to 1280. No animal showed to be seroreactive for A.
phagocytophilum antigen. Nine dogs, two C. thous, one N. nasua, eight rodents, five
marsupials and one P. (P.) b. bohlsi pool were positive for Ehrlichia spp. All positive
dogs and the only P. (P.) b. bohlsi pool positive for Ehrlichia spp. were also positive
in specific E. canis-gPCR based on dsb gene. Seven N. nasua, two dogs, one C.
thous, one L. pardalis, four rodents, three marsupials, 15 A. sculptum, two A. ovale,
two A. parvum and one Amblyomma larvae pool were positive for Anaplasma spp.
Co-positivity or co-seropositivity for Ehrlichia spp. and Anaplasma spp. was observed
in two dogs, one N. nasua, one C. thous and two marsupials. Thirty-five rodents and
three P. (P.) b. bohlsi flea pools, showed to be positive to Bartonella spp. in the
molecular assays. The phylogenetic analysis revealed that at least two different
genotypes are circulating among the rodents sampled in the Pantanal biome. Partial
results suggest that the flea P. (P.) b. bohlsi may be acting as a possible Bartonella
vector in this region. Twenty-four N. nasua, three C. thous, two dogs and one rodent,
were positive for Mycoplasma spp. Phylogenetic analysis indicated that dogs, C.
thous and N. nasua appear to share the same Mycoplasma spp. species, closely
related to M. haemocanis / M. haemofelis and probably a new genotype of
Mycoplasma spp. is circulating among the N. nasua and C. thous sampled in the
Pantanal biome. Overall, 27 (64.2%) dogs, 59 (75.6%) C. thous and six (85.7%) L.
pardalis were seroreactive to at least one Rickettsia species. For 17 (40.4%) dogs,
33 (42.3%) C. thous, and two (33.3%) L. pardalis, homologous reactions to Rickettsia
amblyommatis were suggested. One hundred and sixteen ticks (93 A. parvum, 14 A.
sculptum, three A. auricularim and six Amblyomma larvae pools) and one blood
sample obtained from C. thous showed positive results for Rickettsia spotted fever
group species. The sequenced samples obtained from A. parvum ticks showed to be
closely related to 'Candidatus Rickettsia andeanae’. A high occurrence of
Hepatozoon was found in carnivores (C. thous [91.02%], dogs [45.23%], N. nasua
[41.9%] and L. pardalis [71.4%]), however no arthropod showed positive results.
Additionally, twenty-four rodents and a marsupial also showed positivity to
Hepatozoon spp. Based on phylogenetic analysis, C. thous, L. pardalis, N . nasua,
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dogs, rodents and marsupials appear not to share the same of Hepatozoon species.
Seven dogs, one C. thous, five L. pardalis, three N. nasua, six rodents, eight A.
parvum, two A. sculptum and one A. ovale were positive for piroplasmids-PCR
assays. Genotypes closely related to Babesia vogeli were detected in six dogs and
five rodents. While genotypes closely related to Babesia caballi were detected in one
C. thous, one dog, one A. ovale and one A. sculptum, genotypes closely related to
Babesia bigemina and Babesia bovis were detected in four A. parvum ticks. Four
sequences obtained from A. parvum, three N. nasua and one wild rodent were
closely related to Theileria equi. Lastly, Cytauxzoon spp. was detected in four L.
pardalis. The present work shows the occurrence of vector-borne agents in wild and
domestic animals in southern mato grosso Pantanal.

Keywords: Anaplasmataceae agents, Bartonella spp., micoplasmas
hemotroéficos, Rickettsiales, Hepatozoon sp. and piroplasms.
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5 [Sorologia 01/2014 06/2016
6 | Andlise das seqiiéncias - Filogenia molecular 01/2014 11/2016
7 | Discusséo dos resultados e redacéo final 01/2017 03/2017

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, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo 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 responsavel pela area, publica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

N

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugcdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugcdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biol6gico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportagéo.

O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo 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 esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condic&o in situ.

O titular de autorizag&o ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omissédo ou falsa descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizag¢éo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material biol6gico coletado apreendido nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

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

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condi¢des para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

[1 JTodos os procedimentos deverdo ser supervisionado por médico veterinario

Equipe

# Nome Funcéo CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Heitor Miraglia Herrera Pesquisador Colaborador 444.869.871-87 049724503 IFP-RJ Brasileira

2 | Rosangela Zacarias Machado Pesquisadora Colaboradora | 125.043.436-04 M4034143 SSP-MG Brasileira

Este documento (Autorizacao para atividades com f 1alidade ier ifica) ioi xpet 'do « om sase 1.1 Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verifica: 2 ¢ Jtenticiae le u rec ilar Jac 2 deste Jocumento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

NUumero: 38787-1

Data da Emissao: 17/05/2013 18:37

Data para Revalidagao*: 16/06/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagé@o 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 Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André

CPF: 302.435.148-59

FRUNES Froletd BETEE KD ESAI SN TE CHRABTERIZALRE MO ELULRR BEAEERTES TRANSMITIDOS POR ARTROPODES EM

Nome da Instituigdo : UNESP JABOTICABAL

CNPJ: 48.031.918/0012-87

3 | GUILHERME DE MIRANDA MOURAO Pesquisador Colaborador- | 4gg 045 506.78 418653 SSP-MS Brasileira
Captura dos animais

4 | Keyla Carstens Marques de Sousa Doutoranda- colheita e 017.801.431-17 001261455 ssp-MS Brasileira
processamento das amostras

5 | Fabiana Lopes Rocha Pesquisadora Colaboradora | 696.485.571-87 1751282 SSP-DF Brasileira

6 [ Mirela Tinucci Costa Pesquisadora Colaboradora | 022.973.488-00 7758598 ssp-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#]

Municipio [ UF ]Descricéo do local

[ Tipo

[1 [CORUMBA [MS — [Fazenda Nhumirim da Embrapa Pantanal

[ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1 | captura de animais silvestres in situ Cly(_)mys laticeps, Monodelphis domestica, Thylamys macrurus, Leopardus pardalis, Gracilinanus
agilis, Nasua nasua, Oecomys mamorae, Cerdocyon thous

2 | Coletaftransporte de amostras biolégicas in situ Nasua nasua, Grgcﬂmanus aglll_s, Thylamys macrurus, Clyomys laticeps, Oecomys mamorae,
Leopardus pardalis, Monodelphis domestica, Cerdocyon thous

Material e métodos

Amostras biol6gicas (Carnivoros) Sangue, Ectoparasita

Amostras bioldgicas (Outros mamiferos) Ectoparasita, Sangue

Método de captura/coleta (Carnivoros)

Armadilha tipo gaiola com atragéo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

EN S LN

Método de captura/coleta (Outros mamiferos)

Armadilha tipo gaiola com atracgéo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

Destino do material biolégico coletado

[#]

Nome local destino

Tipo Destino

[1 [UNESP JABOTICABAL

Este documento (Autorizacdo para atividades com f halidade ier ifica) ioi :xpet do « om sase 1.1 Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do cadigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verifica: a ¢ Itenticiac e u rec ilar jac 2 deste Jocumento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Cddigo de autenticacéo: 16794825

Péagina 2/4



http://www.icmbio.gov.br/sisbio)

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 38787-1 Data da Emisséo: 17/05/2013 18:37 Data para Revalidagao*: 16/06/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagé@o 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 Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Marcos Rogério André CPF: 302.435.148-59

FRUNES Froletd BETEE KD ESAI SN TE CHRABTERIZALRE MO ELULRR BEAEERTES TRANSMITIDOS POR ARTROPODES EM

Nome da Institui¢céio : UNESP JABOTICABAL | CNPJ: 48.031.918/0012-87

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
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 autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacao. O material biol6gico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colec¢éo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colec¢6es Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizacao para atividades com f 1alidade ier ifica) ioi xpet ‘do « om sase 1.1 Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verifica: 2 ¢ Jtenticiae e u rec ilar Jac 2 deste Jocumento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 38787-1 Data da Emisséo: 17/05/2013 18:37 Data para Revalidagao*: 16/06/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagé@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
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* |dentificar o espécime no nivel taxondémico possivel.
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CHAPTER 1 - General considerations

The arthropod-borne diseases have great importance to human and animal
health, involving several infectious agents, hosts and vectors (HARRUS AND
BANETH, 2006). The geographic distribution of arthropods and vector-borne agents
is expanding, due to climatic, ecological and environmental changes. The presence
of domestic animals in wild environments and, vice versa, resulted in a closer
association between wild reservoirs, arthropod vectors, domestic animals and
humans (SHAW et al., 2001; ANDRE et al., 2012).

Several studies have been investigated the role of wildlife in the epidemiology
of diseases caused by Anaplasmataceae agents. The recent molecular detection of
Anaplasma phagocytophilum (SANTOS et al., 2011; SILVEIRA et al.,, 2015) in
domestic dogs in Brazil, associated to the detection of new genotypes of Ehrlichia
spp. and Anaplasma spp. in deer (MACHADO et al., 2006; SACCHI et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2012), carnivorous birds (MACHADO et al.,, 2012), wild canids
(ANDRE et al., 2012), domestic cats and neotropical wild felines species (ANDRE et
al.,, 2010b; 2012; 2014; 2015) and antibodies anti-E. chaffeensis in apparently
healthy humans or with clinical signs compatible with tick-borne diseases (COSTA et
al., 2005), demonstrate the need for further studies on the molecular characterization
of the agents above mentioned. It is also worth mentioning the molecular detection of
a closely related to Ehrlichia ruminantium agent in (Panthera onca) in southern
Pantanal (WIDMER et al., 2011) and a new Ehrlichia genotype in Rhipicephalus
(Boophilus) microplus ticks (CABEZAS-CRUZ et al., 2012), which is able to cause
clinical symptoms in bovines (AGUIAR et al., 2014), highlighting the importance of
future stidies, due to the livestock take part of several economy segments in Brazil
(IBGE 2008).

Bartonella species and hemotrophic mycoplasmas (hemoplasmas) are
important pathogens that circulate between mammals and invertebrate hosts.
Studies regarding the prevalence and pathogenicity of Bartonella and hemoplasmas
among wild mammals are scarce, especially in Brazil. Until now, Bartonella have
been detected only in captive felids (GUIMARAES et al., 2010) and wild and
synanthropic rodents (COSTA et al., 2014; FAVACHO et al., 2015; GONCALVES et



al., 2016). In addition to this, serological evidence of exposure to Bartonella spp. has
been reported in wild canids maintained in captivity in zoos of S&do Paulo state
(FLEISCHMAN et al.,, 2015). In relation to the occurrence of hemotrophic
mycoplasmas in Brazil, recent studies have detected hemoplasm DNA in wild rodents
and non-human neotropical primates (BONATO et al., 2015; GONCALVES et al.,
2015), suggesting the possibility of these animals acting as possible reservoirs for
these agents. Besides, hemoplasmas have also been detected in wild carnivores
maintained in captivity in zoos (WILLI et al., 2007; GUIMARAES et al., 2007; ANDRE
et al., 2011a) and deer (GRAZZIOTIN et al., 2011) in Brazil. Considering the fact that
some Bartonella and hemotrophic mycoplasmas species are considered emergent
zoonotic agents (BREITSCHWERD et al., 2010; MAGGI et al., 2013), studies aiming
at assessing the epidemiology of these agents and their respective vectors are much
needed.

Rickettsia species genetically classified into the spotted fever group (SFG) are
tick-borne agents showing great zoonotic importante in the world (PAROLA et al.,
2005). In Brazil, the most important SFG agent is Rickettsia rickettsii, the causative
agent of Brazilian spotted fever, which is the most deadly rickettsiosis globally
(LABRUNA, 2009). Besides, the Atlantic rainforest strain of Rickettsia parkeri-like
agent has also shown to cause spotted fever in humans (SPOLIDORIO et al., 2010;
SILVA et al., 2011). Rickettsial agents have been previously detected in ticks (Acari:
Ixodidae) and domestic animals (dogs and horses) in Pantanal biome (WIDMER et
al., 2011; ALVES et al., 2014; NIERI-BASTOS et al., 2014; MELO et al., 2011, 2015,
2016; WITTER et al.,, 2016). Among wild animals sampled in Pantanal, only a
serological evidence of exposure to Rickettsia spp. has been reported in wild jaguars
(Panthera onca) in southern Pantanal (WIDMER et al., 2011).

Several studies have been conducted in order to investigate the role of wildlife
in the epidemiology of arthropod-borne diseases. For instance, wild animals are
considered reservoirs for Hepatozoon spp., due to the fact that the infections present
usually a subclinical course (METZGER et al, 2008; ANDRE et al., 2010a). However,
some studies revealed that infections with Hepatozoon spp. in young wild canids has
been occasionally associated with clinical disease in coyotes (KOCAN et al., 2000;
GARRET et al., 2005) and mortality in hyenas (EAST et al., 2008). Hepatozoon spp.



may be considered a potential opportunistics pathogens in immunocompromised
animals or with concomitant infections (DAVIS et al., 1978; BANETH et al., 1998;
KUBO et al., 2006). Therefore, further studies are recommended in order to estimate
the impact of these parasites among the Brazilian wildlife.

Piroplasmoses are one of the most prevalent arthropodborne diseases of
animals. Piroplasmoses are caused by hemoprotozoan parasites of the phylum
Apicomplexa belonging to four related genera: Babesia, Theileria, Cytauxzoon and
Rangelia (YABSLEY and SHOCK, 2012). These parasites have a great economic
and veterinary impact worldwide and are considered to be the second most
commonly found parasites in the blood of mammals after trypanosomes
(SCHNITTGER et al., 2012). There are few reports concerning the seroprevalence
and molecular detection of piroplasmids in wild carnivores. In Brazil, André et al.
(2011b) found a seroprevalence of 31.74% and 10.31% against B. vogeli antigen in
wild felines and canids maintained in captivity, respectively. Among wild felines,
André et al. (2011b) detected a closely related genotype to Babesia leo in neotropical
wild cat (Oncifelis colocolo) and cape genet (Genetta tigrina) also maintained in
captivity in zoos in the state of S&do Paulo, Brazil. In relation to Cytauxzoon spp., fatal
cases of cytauxzoonosis were reported in two lions maintained in capitivity in a zoo in
Rio de Janeiro state (PEIXOTO et al., 2007). Besides, André et al. (2009) detected
Cytauxzoon DNA closely related to C. felis in asymptomatic neotropical felines also
maintained in captivity in zoos in the state of Sdo Paulo. Furthermore, Cytauxzoon
spp. was detected in domestic cats from Rio de Janeiro (MAIA et al., 2013) and Mato
Grosso do Sul (ANDRE et al., 2015) states.

Due to the lack of information about the epidemiology of arthropod-borne
agents among wildlife in southern Pantanal, the present study aimed to investigate
the occurrence of Hepatozoon spp., Bartonella spp., hemotrophic mycoplasmas,
Anaplasmataceae and Rickettsiales agentes, and piroplasmas in wild mammals and
domestic dogs and their respective ectoparasites, in the region of Pantanal, state of

Mato Grosso do Sul, central-western Brazil, using molecular and serological assays,
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CHAPTER 8 - Final considerations

Conclusions

e Wild animals from southern Pantanal region, central-western Brazil, are
exposed to Hepatozoon spp., Bartonella spp., hemotropic mycoplasmas,
Anaplasmataceae, piroplasmids and Rickettsia spp. agents;

e Wild carnivores, rodents and domestic dogs sampled in southern Pantanal
seemed not to share the same Hepatozoon species;

e Rodents in Pantanal region may play a role in the routes of transmission for
Hepatozoon species to reptiles and amphibians;

e Wild rodents in southern Pantanal region, Brazil, are exposed, at least, to two
different Bartonella species;

e Polygenis (P.) bohlsi bohlsi fleas may act as a possible vectors for Bartonella
spp. among rodents in southern Pantanal, Brazil;

e Domestic dogs, crab-eating foxes and coatis seemed to share the same
Mycoplasma spp. species, closely related to M. haemocanis/M. haemofelis;

e Wild felines and rodents appear to be infected by specific hemoplasmas
species;

e The real role of arthropods in hemoplasmas and Hepatozoon transmission
cycles in southern Pantanal remains unknown;

e A new Mycoplasma genotype was detected among wild coatis and crab-eating
foxes in southern Pantanal;

e Domestic dogs, crab-eating foxes and ocelots seemed to be exposed to R.
amblyommatis sp. nov. or a closely related species;

e A high occurrence of ,Candidatus. Rickettsia andeanae" was found among
Amblyomma parvum ticks collected from sampled wild animals in southern

Pantanal region.
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